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1. Resumen. 
 
Chile se posiciona entre los 5 principales productores de mejillones del mundo, 
concentrando un gran porcentaje de la producción en el mejillón chileno (Mytilus chilensis). 
Para el desarrollo de la miticultura la tasa de crecimiento de ejemplares juega un rol 
fundamental, sin embargo, diversos factores pueden estar afectando su crecimiento, como por 
ejemplo la disponibilidad de alimentos. El crecimiento en vertebrados como invertebrados 
está regulado principalmente por el sistema de factor de crecimiento tipo insulina (IGF), el 
cual es una vía de señalización muy conservada. A pesar de la gran cantidad de publicaciones 
relacionadas con este sistema en vertebrados y su modulación bajo diferentes estados 
nutricionales, existen escasos reportes relacionados con la restricción de alimentos y su 
impacto en el mecanismo molecular relacionado con las vías de señalización gatillada por 
péptidos tipo insulina (ILPs) en mejillones. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar 
los efectos de la restricción nutricional en la expresión de componentes claves de la vía ILPs 
en M. chilensis. Los mejillones fueron sometidos a un protocolo de restricción nutricional, 
además de un tratamiento utilizando un inhibidor de la vía de IGF-1 (picropodofilina). Se 
realizó la extracción RNA total del manto en M. chilensis para realizar una transcripción 
reversa cuantitativa de: péptidos tipo insulina (ilp); fosfoinositol 3-quinasa (pi3k); proteína 
quinasa b (akt), forkhead box G1 (foxg1) y e3 ubiquitina-proteína ligasas (fbxo25 y trim56), 
además la extracción proteica y western blot de la forma fosforilada del receptor de IGF-1 y 
el contenido de proteínas ubiquitinadas en las diferentes condiciones a las 3 semanas. El 
efecto de la restricción nutricional, al igual que el tratamiento con picropodofilina induce una 
pérdida de peso en los mejillones, lo que se correlaciona con la regulación negativa del 
sistema ILPs. Nuestros resultados sugieren que el crecimiento está estrechamente relacionado 
con la vía de señalización desencadenada por ILPs, modulando procesos anabólicos y 
catabólicos en M. chilensis.  
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Abstract 
 Chile is among the top five mussel producers in the world, concentrating a large 
percentage of the production of the “Mejillón Chileno” (Mytilus chilensis). For the 
development of the miticulture the rate of growth of individuals plays a fundamental role, 
however, several factors may be affecting its growth, such as food availability. Growth in 
vertebrates as invertebrates is mainly regulated by the insulin-like growth factor (IGF) 
system, which is a highly conserved signaling pathway. Despite the large number of 
publications related to this system in vertebrates and their modulation under different 
nutritional states, there are few reports related to food restriction and its impact on the 
molecular mechanism related to signaling pathways triggered by insulin-like peptides (ILPs) 
in mussels. Therefore, the objective of this work was to evaluate the effects of nutritional 
restriction on the expression of key components of the ILPs pathway in M. chilensis. Mussels 
were subjected to a nutritional restriction protocol, in addition to a treatment using an 
inhibitor of the IGF-1 pathway (picropodophyllin). Total mantle RNA extraction was 
performed in M. chilensis to develop a quantitative reverse transcription of: insulin-like 
peptides (ilp); Phosphoinositol 3-kinase (pi3k); Protein kinase b (akt), forkhead box G1 
(foxg1) and e3 ubiquitin-protein ligases (fbxo25 and trim56), in addition protein and western 
blot extraction of the phosphorylated form of the IGF-1 receptor and the ubiquitinated protein 
content in the different conditions at 3 weeks. The effect of nutritional restriction, as well as 
the treatment with picropodophyllin induces weight loss in mussels, which correlates with the 
down-regulation of the ILPs system. Our results suggest that the growth is closely related to 
the signaling pathway triggered by ILPs, modulating anabolic and catabolic processes in M. 
chilensis. 
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2. Introducción. 
2.1 Desarrollo de la mitilicultura en Chile. 
 
En Chile la acuicultura está constituida por dos grupos principales, peces y moluscos, 
la cosecha de peces ha mostrado un aumento desde aproximadamente 50 mil toneladas en 
la década del 1980 hasta cerca de 800 mil toneladas en el año 2013, esto ha ocurrido de 
igual manera a nivel mundial, siendo Chile uno de los mayores productores sólo superado 
por Noruega (FAO, 2011). Por otra parte, los cultivos de moluscos han presentado un 
crecimiento similar desde entonces, superando las 250 mil toneladas hasta el año 2013, 
posicionando a Chile como el cuarto país exportador de mitílidos superado sólo por China, 
Tailandia y España (Sernapesca, 2009). 
 
Mytilus chilensis corresponde a un molusco bivalvo de la familia Mytilidae y es 
una especie endémica chilena, que se distribuye desde la región de Arica y Parinacota hasta 
el estrecho de Magallanes (Hernández & González, 1976), habitando desde el intermareal 
bajo hasta 25 metros de profundidad (Brattström & Johanssen, 1998). Su cultivo se 
centra en la región de Los Lagos, específicamente en la isla de Chiloé, donde se obtiene 
alrededor de un 95% de la producción de mejillones del territorio nacional (Sernapesca, 
2009). 
 
M. chilensis es un bivalvo económicamente importante en el sur de Chile, ya que los 
desembarques de esta especie se han incrementado desde 3.864 toneladas en 1993 a 
176.021 toneladas en 2009, alcanzando las 300 mil toneladas en el 2011 (FAO, 2011). Una 
de las principales exportaciones pesqueras desde Chile a la Unión Europea corresponde al 
segmento de productos elaborados a partir de moluscos bivalvos, que en el primer 
trimestre del 2012 alcanzaron a 11.387 toneladas netas, destacando con un 89 %, las 
exportaciones de productos elaborados a partir de M. chilensis, comercializado bajo el 
nombre Mejillón chileno. El aumento de la extracción de moluscos se debe principalmente 
a los centros de cultivo, aunque la extracción artesanal también ha contribuido, pero en 
menor proporción. Los moluscos que mayormente han aumentado su oferta son los 
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mejillones, aportando cifras miles de toneladas desde los centros de cultivo. (Cox, 2014) 
(Figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Cosechas en centros de cultivos chilenos. La abreviación ton corresponde a 
Toneladas (Cox, 2014). 
 
 
El cultivo se sustenta exclusivamente por la captación de larvas pediveliger, tal 
como se hace tradicionalmente con los cultivos de mitílidos, donde la captación natural es 
considerada el segmento más importante de esta actividad (LeBlanc et al., 2003).  
 
Para el desarrollo de la miticultura, la maduración gonadal y el tamaño de los 
ejemplares juega un rol fundamental, ya que estos para ser comercializables deben alcanzar 
una longitud de concha de 55 mm aproximadamente (Toro, 2004), tamaño que se alcanza 
en cultivos en suspensión desde los 14 meses (Kino & Valencia, 1990). M. chilensis tiene 
un ciclo anual con desoves en primavera y verano (Winter, 1984), presentándose 
individuos maduros principalmente en los meses de noviembre y diciembre. De acuerdo 
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con estos antecedentes del Servicio Nacional de Pesca (SERNAPESCA) decretó el año 
1984 la veda biológica entre el 1 de noviembre y el 31 de diciembre con el fin de evitar la 
extracción de individuos maduros. Sin embargo, se ha observado mitílidos maduros en 
época invernal entre julio y septiembre, de esta forma la presencia de individuos maduros 
sólo durante los meses de veda es discutible. Un período incorrecto de veda puede producir 
problemas en el manejo de la captación de semillas, lo que representa uno de los 
principales problemas para el desarrollo de la miticultura, ya que además la captación de 
forma natural varía en forma significativa a través de los años (Bagnara & Maltrain, 
2008). Esto evidencia un conocimiento incompleto acerca de la historia de vida y 
reproducción de esta especie, ya que la mayor información proviene de la observación 
otorgada por el manejo de este mitílido en los cultivos artesanales (Garrido, 1976). 
 
2.2 Fisiología de los mitílidos. 
 
El phylum de los moluscos es uno de los grupos más grandes y diversos del reino 
animal, en este se pueden encontrar 50.000 especies descritas, de las cuales 30.000 viven 
en el mar (Maeda, 2002). Estos animales son de cuerpo blando, la gran mayoría 
posee una cubierta protectora dura y dentro de esta estructura hay un pliegue de tejidos 
llamado manto, el cual se encarga de encerrar los órganos internos. 
 
La cubierta protectora llamada concha cumple variadas funciones, entre ellas se 
utiliza como esqueleto para la fijación de los músculos, protege el interior del molusco ante 
depredadores, y además se encarga de mantener tanto la arena como el barro alejado de los 
órganos internos (Gilbert, 1991). La concha se compone principalmente de carbonato de 
calcio y se forma por la deposición de cristales de esta sal en una matriz orgánica de 
proteínas llamadas conchiolina, la cual es una fibroproteina. Se puede dividir en 3 capas, la 
capa más externa y delgada llamada periostraco, la capa media es llamada prismática, y la 
región más interna es llamada calcárea, es esta la que se encuentra directamente en contacto 
con los órganos internos del molusco (Seed, 1976). Se ha observado que muy temprano en 
el desarrollo larvario, estos moluscos comienzan con la formación de la concha en 
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células ectodérmicas en la región dorsal del embrión, y tras la metamorfosis hacia 
individuos adultos la secreción de la concha comienza a ser mayormente calcificada, 
calcio que se obtiene a través de la dieta (Gossling, 1992). En el mejillón, las valvas 
tienen forma triangular y son de similar tamaño, la articulación entre estas se conoce como 
umbo y la unión en el interior es a través de dos músculos llamados aductor posterior y 
anterior (Zwann & Mathieu, 1992). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 . Morfología d e l  M e j i l l ó n  c h i l e n o  ( Mytilus c h i l e n s i s ) (modificado 
de Gossling, 1992). Distribución de diferentes órganos dentro de las valvas del mejillón 
chilenos. 
 
El órgano que representa la mayor cantidad de masa dentro de las valvas de 
los mitílidos es el manto, formado por tejidos conectivos con sangre (hemolinfa), 
nervios y músculos (Figura 2). Este tejido es de textura delgada y transparente, con 
pigmentación de color oscuro, el cual se cree puede otorgar protección ante rayos 
solares (Seed, 1976). Este órgano desempeña una función importante, ya que en la 
superficie interior se encuentran los cilios, que son encargados de almacenar nutrientes 
de reserva como el glucógeno, y además dan dirección de las partículas hacia las 
branquias y desvían los materiales pesados hacia la cavidad inhalante para su desecho 
(Zwann & Mathieu, 1992). En el mejillón, el manto contiene la mayor cantidad de las 
gónadas, en donde los gametos proliferan. Se ha determinado que la reserva de 
nutrientes se produce entre primavera y el verano, las que son utilizadas en otoño e 
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invierno para la formación de gametos. Esta especie se caracteriza por ser gonocórica 
(órganos sexuales separados) (Osorio, 1979) y presentar dimorfismo sexual, lo que 
hace posible reconocer al macho por su gónada de color crema amarillenta y a la 
hembra por su gónada color crema anaranjado (Bahamondes, 1998). Su fecundación 
es externa, por lo que envían sus gametos hacia el medio (Clasing et al., 1998). Como 
esta especie presenta fecundación externa con desarrollo larval del tipo planctotrófico, 
se pueden distinguir las primeras etapas móviles entre las 24 y 48 horas post-
fecundación (Figura 3). Esta larva se conoce como larva trocófora y es 
procedente de la segmentación de los huevos, posteriormente 2 a 10 días post-
fecundación se convierte en una larva veliger, es en esta etapa donde comienza la 
formación de las valvas (Bautista, 1989). El periodo de desarrollo larval puede durar 
entre 3 a 5 semanas, hasta que es capaz de fijarse al encontrar un sustrato adecuado para 
adherirse al fondo, lo que origina una reestructuración general de todos los órganos 
(Gilbert, 1991). En cultivos, tras la metamorfosis y la fijación de las semillas (o cría) al 
sustrato, el organismo crece hasta alcanzar su talla comercial (Figura 3). 
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Figura 3. Ciclo de vida de los mitílidos. Tras la liberación de los gametos y fecundación del 
ovocito, se produce la segmentación del huevo, proceso por el que la célula se divide por 
mitosis, dando origen a un embrión multicelular, depositándose en el fondo permitiendo el 
paso a diferentes estados larvales. El primer estadio larval ¨Larva trocofera¨ aún no ha 
desarrollado concha. La siguiente fase es la de larva veliger, es en esta fase donde se secreta 
la concha, además cuentan con un sistema digestivo completo y de una estructura llamada 
velo. Una vez asentadas las larvas sufren una metamorfosis que consiste en la pérdida del 
velo y el desarrollo de la estructura interna característica de un mejillón adulto, estos son los 
que se denominan juveniles (Prida. 2014). 
 
2.3 Crecimiento de los mitílidos 
 
Los moluscos bivalvos son organismos filtradores, por lo que se alimentan de 
material en suspensión compuesto de partículas de origen orgánico e inorgánico (seston). 
Los principales constituyentes del seston son el fitoplancton, zooplancton, bacterias, 
detritus y sedimento fino suspendido (Strohmeier et al., 2015). Tanto el seston orgánico 
como el inorgánico juegan roles fundamentales en la nutrición de los moluscos, ya que 
constituyen la oferta alimentaria de los organismos filtradores. El seston se puede clasificar 
en dos categorías: por cantidad (disponibilidad) que corresponde a una medida que se 
expresa habitualmente por unidad de volumen; y por calidad, caracterizada por sus 
componentes y el aporte energético que estos entregan a los individuos (Toro & Winter, 
1983). 
 
Los estudios de crecimiento de moluscos bivalvos son escasos, pese a la importancia 
económica que muchos de ellos tienen. En ellos se ha observado que el crecimiento de 
estos ejemplares presenta estacionalidad, con un lento crecimiento en el periodo invernal y 
más acelerado durante primavera y verano, lo que estaría estrechamente relacionado a la 
oferta alimentaria (Aracena et al., 1974). Otro factor por considerar es la variación de 
crecimiento entre zonas y tipo de ambiente con condiciones óptimas para el desarrollo, 
debido a que el crecimiento puede variar entre 2 a 4 años en bancos naturales (Molinet & 
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Gavilán, 1994. Clasing et al., 1998) en comparación con el cultivo en suspensión donde la 
talla comercial se alcanza en un periodo de 14 a 17 meses (Chaparro & Winter, 1983; 
Winter, 1984), esto se debe principalmente a que, en los cultivos en suspensión la oferta 
alimentaria es de mayor calidad en comparación a los individuos provenientes de bancos 
naturales, ya que en los cultivos en suspensión se puede seleccionar el área de fijación de 
las semillas.  (Toro & Winter, 1983). 
 
Se sabe que el crecimiento de este molusco está relacionado directamente con 
factores endógenos propios de la especie, como nutrientes almacenados, genética y 
componentes hormonales, además de factores exógenos como la temperatura, intensidad 
lumínica, salinidad, profundidad disponibilidad y calidad de alimento (Toro & Winter, 
1983). Sin embargo, diversos estudios sugieren que la temperatura y la disponibilidad de 
alimento serían los principales factores que regulan el ciclo gametogénico y desarrollo de 
los bivalvos marinos (Seed, 1976). 
 
El crecimiento es un proceso dinámico, regulado finamente por el balance entre la 
síntesis y degradación de proteínas, por lo que cuando hay mayor síntesis de proteínas en 
comparación a la degradación, el balance es positivo produciéndose el crecimiento de 
tejidos (Holzenberger et al., 2003). En vertebrados el principal mecanismo que regula el 
crecimiento es el sistema de factores de crecimiento tipo insulina (IGFs) (Wood et al., 
2005). 
 
La insulina e IGFs son hormonas peptídicas que se han caracterizado en una serie 
de especies de vertebrados, presentes transversalmente desde los seres humanos hasta los 
peces, los análisis de conservación evolutiva indican que las moléculas de IGF-I se 
encuentran en especies cuyos orígenes divergen hace millones años (LeRoith, 1993). Se ha 
reportado que la insulina e IGF-I presentan una alta homología en la secuencia 
aminoacídica, cercana al 50% (Pavelic et al., 2007). 
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En invertebrados, una gran cantidad de ortólogos de los efectores de la vía de 
insulina han sido identificados, lo que sugiere que esta es una vía muy conservada durante 
la evolución (Broughton, 2009). Tras el descubrimiento de la insulina, surgieron diversos 
estudios en donde se creía que este polipéptido cumplía funciones metabólicas 
exclusivamente en mamíferos y aves. Sin embargo, James Collip en 1923 reportó 
actividades similares a la insulina en el molusco bivalvo Mya arenaria (Chan & Steiner, 
2000). En bivalvos el mecanismo molecular asociado a estos procesos aún no está bien 
descrito, sin embargo, diversos estudios demuestran que el medio ambiente, la temperatura 
y nutrientes estarían ejerciendo una acción directa sobre el sistema endocrino y 
metabolismo en diferentes vías donde participan los ILP (Insulin-like peptides) (Kromer & 
Lagueux, 1994; Claeys et al., 2002), los cuales serían análogos de insulina y factores de 
crecimiento tipo insulina, que también han sido encontrado en moluscos como Lymnaea 
stagnalis, Aplysia califórnica, Anodonta cygnea, Lottia gigantea y Crassostrea gigas (Shi, 
2016). Denominadas MIPs (Molluscan insulin-like peptides) estas moléculas pueden ser 
aisladas desde células neurosecretoras. Si bien su función aún es desconocida, existe 
evidencia que en invertebrados y moluscos (ej. Crassostrea gigas y Pinctada fucata) éstas 
interactúan con homólogos a receptores de insulina (Alarcón et al., 2014). 
 
2.4 Señalización intracelular mediada por factores de crecimiento tipo insulina. 
 
Los miembros de la familia de IGF requieren receptores en la membrana celular 
para ejercer sus funciones fisiológicas. Diferencias sutiles en la estructura y función de los 
receptores pueden generar variaciones importantes en la actividad biológica de estas 
hormonas (Kannan & Fridell, 2015). Se ha descrito en vertebrados que los receptores de 
insulina (IR) y factores de crecimiento tipo insulina (IGFRs), son glicoproteínas 
tetraméricas con un tamaño aproximado de 310 kDa, pertenecientes a la familia de 
proteínas con actividad tipo tirosina quinasa, las cuales al ser estimuladas por su ligando se 
autofosforilan en residuos de Tirosina (Myers & White, 2002). Los receptores están 
compuestos por dos subunidades alfa, la cual contiene sitios de unión al ligando y se 
localiza en el exterior de la membrana plasmática, y dos subunidades beta, esta última con 
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tres dominios: un dominio extracelular que se encuentra unido a la subunidad alfa por 
enlaces disulfuros, un dominio transmembrana que une al receptor con la membrana celular, 
y un dominio intracelular que se caracteriza por presentar tirosinas conservadas entre 
especies (Reyes & Plancarte, 2008; Saltiel y Kahn, 2001) (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estructura del Receptor de Insulina en mamíferos. dominios funcionales del 
receptor. El IR es un heterotetrámero que consiste en dos subunidades α extracelulares 
unidas a dos subunidades β por puentes disulfuro. Las subunidades α contienen las regiones 
de unión a insulina α 1IR y α 2IR en adición a una región rica en cisteínas (Cys). La 
subunidad β contiene una porción extracelular, una transmembranal y una intracelular. En 
su porción intracelular se localiza un dominio catalítico de cinasa de tirosina con un sitio de 
unión a ATP y sitios de fosforilación en tirosina que se localizan en las regiones 
juxtamembranal (Tyr965, Tyr972), asa de activación (Tyr1158, Tyr1162, Tyr1163) y 
carboxilo terminal (Tyr1328, Tyr1334). (Modificado de Reyes & Plancarte, 2008).  
 
En la sección intracelular de las subunidades beta del receptor, se han identificado 
tres regiones estructurales: La región yuxtatransmembranal que participa en la transmisión 
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de señales; la región reguladora, donde la autofosforilación de tres residuos de tirosina 
aumenta entre 10 a 20 veces la actividad quinasa del receptor (Myers & White, 2002) y la 
región con sitios de fosforilación de extremo carboxilo terminal, el cual juega un papel 
regulador pero no en la señalización del receptor (Ebina et al., 1985). En condiciones de 
inactividad, las subunidades alfa ejercen un papel regulador, inhibiendo la capacidad de 
autofosforilarse de las subunidades beta, por lo que cuando se une el ligando con su 
receptor las subunidades alfa exhiben cambios conformacionales que permiten que la 
subunidad beta se active y sea capaz de autofosforilarse en los residuos de tirosina. Se han 
descrito receptores con actividad tirosina quinasa en invertebrados, los cuales son 
potenciales receptores de péptidos con actividad similar a la insulina que han sido 
clonados y caracterizados en invertebrados marinos como esponjas de mar y en moluscos 
como Lymnaea stangnalis, observándose que el receptor presenta una homología de 
cercana al 70% con los receptores de vertebrados (Roovers et al., 1995). Además, estudios 
recientes de caracterización molecular del IR en Mesodesma donacium indican que, en este 
organismo, el receptor conserva dos sitios catalíticos y que además podría ser utilizado para 
la evaluación del crecimiento en bivalvos, ya que presenta niveles variables de transcrito 
(niveles basales en condición de inanición) por lo que sugieren que éste se activa en 
respuesta a la actividad de alimentación (Alarcón-Matus, 2014). Adicionalmente, estudios 
en Anodonta cygnea indican la existencia de receptores en diferentes tejidos con actividad 
tirosina quinasa, los que se conservan funcionalmente con el receptor de IGF-1 en 
mamíferos (Leibush & Chistyakova, 2003). 
 
Los péptidos tipo insulina ejercen su acción a través de la unión específica del 
ligando con su receptor, activando dos vías de señalización que dependen de un gran 
número de interacciones entre proteínas. En vertebrados, se ha descrito que la principal vía 
de señalización activada por acción del ligando es la vía de la fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K) / proteína quinasa B (AKT)/ proteína objetivo de rapamicina (TOR), la 
cual promueve la síntesis de proteínas, favoreciendo el crecimiento (Joauax et al., 2013). 
En el caso de la quinasa AKT, después de su reclutamiento a la membrana plasmática, esta 
es fosforilada en dos residuos. La fosforilación en la serina ocurre primero por acción del 
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complejo proteico conocido como PDK2, esta fosforilación promueve la interacción entre el 
motivo hidrofóbico del carboxilo terminal de AKT y la quinasa PDK1 que la fosforila en 
treonina, estas dos fosforilaciones conllevan a que AKT se active completamente 
(McCarthy & Elmendorf, 2007). AKT regula varios de los efectos metabólicos de la 
insulina a través de la fosforilación de sustratos, incluyendo la activación de la enzima 
glucógeno sintasa (GS) y la fosforilación e inactivación de la enzima GSK3, una quinasa 
que en condiciones de no estímulo inhibe a la glucógeno sintasa (Myers &  White, 
2002), lo  que  se  t r aduce en  que  AKT favorezca la activación de la glucógeno sintasa, 
y con esto el aumento en la síntesis de glucógeno (Virkamaki et al., 1999). Por su parte, 
TOR, es otra quinasa que media la respuesta de Insulina, regulando el proceso de síntesis 
proteica a través de las vías de proteína ribosomal s6 quinasa beta 1 (p70s6K) y la proteína 
de unión al factor de iniciación de la traducción 4E (4EBP1) (Engelman et al., 2006). 
 
Las PI3Ks son una familia de enzimas eucariota única y conservada de quinasas 
lipídicas intracelulares que modifican fosfoinosítidos en fosfatidilinositoles-3-fosfato. Estas 
activan mensajeros secundarios de señales intracelulares, regulan funciones tan diversas 
como el metabolismo celular, la supervivencia y el tráfico de vesículas. Las PI3Ks se 
agrupan en tres clases (I-III) de acuerdo con su preferencia de sustrato (Cantley, 2002). La 
clase I es un heterodímero donde se distingue la subunidad reguladora (p85) y la subunidad 
catalítica (p110), está dividida en dos subfamilias, dependiente del receptor al que se unen, 
la familia IA son activadas por receptores tipo tirosina quinasa (RTK), mientras que los de 
la familia IB son activados por receptores que se acoplan a proteína G (Suire et al., 2005;  
Voigt et al., 2006). La clase II consiste sólo de una subunidad catalítica (p110-like) 
(Katso et al., 2001), estos pueden ser activados tanto por RTK, receptores de integrinas y 
citoquinas. La clase III, consiste en un solo miembro: Vps34 (vacuolar protein-sorting 
defective 34), que fue identificada inicialmente en levaduras, como elemento clave para el 
transporte de vesículas desde el aparato de Golgi a la vacuola. Estudios recientes indican 
que Vps34, estaría regulando la actividad de TOR por lo que podría estar implicado en el 
crecimiento y proliferación celular, además se ha relacionado con la autofagia en 
respuesta al efecto de déficit nutricional (Byfield et al., 2005). 
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La filogenia de las regiones catalíticas de la PI3K indica que se sometieron a dos 
duplicaciones importantes durante su historia evolutiva; la más antigua surgió en LECA 
(last eukaryotic common ancestor) y dio lugar a la aparición de la clase III y clase I / II, 
mientras que el segundo suceso, llevó a la separación entre la clase I y II, el cual se produjo 
más tarde, en el ancestro de Unikonta, es decir, la agrupación clado Amoebozoo, hongos, y 
Metazoo. (Philippon et al., 2015). La distribución filogenética de la vía de 
señalización dependiente de la PI3K es altamente conservada en la evolución, las de clase 
III PI3K Vsp34 están presentes en todos los organismos que se han observado hasta ahora, 
cumpliendo funciones muy conservada en la regulación del tráfico de vesículas (Suire et 
al., 2005). La clase I y clase II aparecen en los organismos multicelulares que se originaron 
tan pronto como Dictyostelium discoideum y Caenorhabditis elegans, regulando procesos 
como el crecimiento y el metabolismo en la mayoría de los organismos superiores 
(Guarentey Kenyon, 2000). Estudios han indicado que insectos (ej. C. elegans y D. 
melanogaster) tienen una PI3K de la familia IA, que controlan tanto el metabolismo como 
el crecimiento rio abajo de receptores tipo insulina (Engelman et al., 2006). Se han 
realizado pocos estudios sobre los componentes de la vía de la insulina en moluscos, se ha 
identificado sólo en Mytilus trossolus, proteínas Ras uno de los componentes de vía MAP 
quinasas, estimulado por la acción de insulina (Ciocan et al., 2009). Recientemente con 
relación a la similaridad de secuencias fueron encontrados en moluscos (ej. Crassostrea 
gigas), la proteína fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (Pten) y P70S6K, 
componentes de la vía de señalización gatillada por acción de los péptidos tipo insulina, que 
actúan rio abajo de PI3K/AKT promoviendo la síntesis de proteínas (Jouaux et al., 
2012). Esta evidencia sugiere que la conservación del sistema de señalización de la insulina 
puede extenderse en las diferentes especies de bivalvos. 
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Figura 5. La vía de señalización de insulina-fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) se 
conserva evolutivamente en eucariontes. Se ilustran los ortólogos correspondientes para los 
componentes de la señalización PI3K en Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y 
mamíferos (Engelman et al., 2006). 
 
En contraparte al crecimiento, cuando la tasa de degradación de proteínas es mayor 
que la tasa de síntesis, se produce un balance negativo, por lo que se observa una 
disminución del crecimiento. En vertebrados, se ha descrito que uno de los principales 
mecanismos de degradación de proteínas es el sistema ubiquitin- proteosoma, el cual es 
regulado a través de varias señales extracelulares. Una de estas señales es IGF-I, la que 
además de promover el crecimiento, participa regulando negativamente, inhibiendo la 
degradación de proteínas. Al activar la vía PI3K-AKT, AKT inactiva los factores de 
transcripción Fox (Forkhead box protein) los cuales regulan negativamente la transcripción 
y se caracterizan por inducir la expresión de dos genes que codifican a proteínas 
relacionados con la degradación de proteínas a través del sistema ubiquitin-proteosoma (E3 
ubiquitin-protein ligase TRIM56 y F-box only protein 25) (Glass, 2005; Sandri et al., 
2004) (Figura 4). La degradación de proteínas mediada por el sistema ubiquitin-proteosoma 
comienza con la unión covalente de múltiples moléculas de ubiquitina al sustrato proteico, 
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esta poliubiquitinación es un proceso complejo con múltiples pasos y que requiere ATP, la 
enzima activadora de la ubiquitina (E1) y una enzima conjugada a la ubiquitina (E2), la 
cual funciona sola o en presencia de la proteína ubiquitin-ligasa (E3), responsable del 
reconocimiento del sustrato, determinando su degradación en el proteosoma (Pickart et 
al., 2001; Sandri et al., 2004). En invertebrados marinos, los estudios son escasos, sin 
embargo, en un estudio realizado en larvas de equinodermo Strongylocentrotus 
droebachiensis se demostró que, al someter a estos ejemplares a condiciones de hambruna, 
aumenta la actividad de FOXO, sugiriendo una plasticidad en el desarrollo de este 
organismo (Carrier et al., 2015). 
 
 
Considerando la importancia económica y proyección en el mercado nacional e 
internacional que posee el mejillón chileno (M. chilensis), además del limitado 
conocimiento sobre los mecanismos moleculares que modulan el crecimiento de estos 
organismos; en este estudio se analizará la expresión de los componentes de la vía ILP en 
respuesta al efecto de la restricción nutricional en M. chilensis. Esto se realizará con el fin 
de describir de manera global el funcionamiento de este complejo mecanismo molecular y a 
la vez, proporcionar información relevante relacionada con el crecimiento y metabolismo de 
estos organismos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
17 
 
3. Hipótesis: 
 
La vía de señalización activada por péptidos tipo insulina (ILP), es regulada 
negativamente en una condición de restricción nutricional en el mejillón (M. chilensis). 
 
 
4. Objetivos. 
 
4.1 Objetivo General: 
 
Estudiar el efecto de la restricción nutricional sobre la expresión de los componentes 
de la vía de señalización activada por péptidos tipo insulina en el manto de M. chilensis. 
 
 
4.2 Objetivos específicos: 
 
1) Obtener y caracterizar las secuencias de los componentes de la vía de 
señalización para ILP, a partir de un transcriptoma de Mytilus chilensis. 
 
2) Analizar los niveles de mRNA de ilps, pi3k, akt, foxo, e3 ubiquitin-ligasa 
trim56 y f-box only protein 25 a través de RT-qPCR en el manto de individuos 
en diferentes estados nutricionales 
 
3) Evaluar en el manto de M. chilensis la activación del receptor de péptidos tipo 
insulina y el contenido de proteínas ubiquitinadas en individuos en diferentes 
estados nutricionales.
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5. Materiales y métodos. 
 
5.1 Caracterización de secuencias. 
  
 Con el propósito de obtener las secuencias nucleotídicas de ilps/ pi3k/ akt/ fox/ e3 
trim56/ fbx 25 a partir de un transcriptoma facilitado por el Dr. Cristian Gallardo (Laboratory 
of Biotechnology and Aquatic Genomics. Universidad de Concepción. Chile), donde se 
generó una biblioteca mediante RNA-seq a partir de secuenciación de alto rendimiento Hiseq 
2000 (Illumina®, San Diego, CA, EE. UU.) de hemocitos de M. chilensis (Núñez & 
Gallardo, 2014).  Utilizando el software CLC main workbench, se realizó una búsqueda de 
secuencias de interés a partir de secuencias nucleotídicas obtenidas desde especies 
relacionadas filogenéticamente. Se obtuvo del Centro Nacional para Información 
Biotecnológica (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/). Primero, se realizó un BLAST (Basic local 
Alignment Search Tool) local, con las secuencias nucleotídicas obtenidas de las bases de 
datos; posteriormente se obtuvo los contigs que alinearon con dichas secuencias. Utilizando 
el programa ExPASy (http://web.expasy.org/translate/), las secuencias correspondientes a 
cada contig fueron traducidas a sus respectivas secuencias aminoacídicas, posteriormente 
se realizó un BLAST (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/) y así se identificó dominios funcionales 
conservados entre distintas especies. Se corroboro que las secuencias obtenidas desde CLC 
main workbench, correspondían efectivamente a los ortólogos de otras especies descritas. 
Primero, se obtuvo la secuencia aminoacídica utilizando el programa ExPASy 
(http://web.expasy.org/translate/). Segundo se identificaron dominios y motivos funcionales 
de cada una de las moléculas de interés y aminoácidos clave en la secuencia aminoacídica 
deducida, realizando alineamientos múltiples de secuencias en la plataforma CLUSTAL W 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).  
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5.2 Análisis filogenéticos. 
 
 Se construyeron árboles filogenéticos utilizando todas las secuencias utilizadas en 
los alineamientos múltiples de secuencias en la plataforma CLUSTAL W. Los árboles 
filogenéticos se realizaron mediante el método de distancia de Neighbour- Joining utilizando 
el programa MEGA 5, graficando únicamente la topología del árbol.  
 
5.3 Condiciones experimentales. 
 
Los experimentos con mejillones (Mytilus chilensis) se realizaron en el Centro de 
investigación Marina de Quintay, V región (UNAB). Mejillones chilenos juveniles fueron 
mantenidos en acuarios del mismo centro, con un régimen de recambio de agua (10-12°C, 
12 horas claridad, 12 horas oscuridad, agua pre-filtrada). Luego de 1 semana de 
acondicionamiento, los ejemplares se sometieron a sus respectivos tratamientos durante 3 
semanas. 
 
Los tres regímenes de mantención consistieron en: una condición control, en donde 
los ejemplares fueron mantenidos en flujo constante de agua de mar, extraída directamente 
desde las costas de Quintay; una condición de inanición, con flujo constante de agua de mar 
filtrada (1 micra) y una condición de flujo constante de agua de mar tratados por baños de 
inmersión con 10uM PPP (Picropodofilina, Calbiochem) inhibidor especifico de receptores 
de factores de crecimiento tipo insulina (IGFs) (Valdés et al., 2013). La cantidad de seston 
en cada tratamiento se monitoreó de acuerdo con el protocolo descrito previamente 
(Velasco & Navarro, 2005). Los distintos tratamientos se realizaron en estanques 
independientes de dimensiones idénticas, conteniendo c/u 32 ejemplares juveniles de entre 
12 y 18 g. Se determino semanalmente el peso húmedo de cada individuo. Durante el 
periodo de ensayo (3 semanas) y se muestrearon 8 individuos por estanque semanalmente. 
Posteriormente, se sacrificaron y se disecto el manto. 
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5.4 Extracción proteica y western blot. 
 
Para poder determinar el comportamiento de la señalización gatillada por péptidos 
tipo insulina en el crecimiento y el contenido de proteínas ubiquitinadas, se realizó un 
estudio por western blot de los contenidos de moléculas claves (formas fosforiladas) que 
indican la activación de la vía de transducción de señales (Valdés et al., 2008). Para ello, se 
obtuvo un extracto total de proteínas, utilizando buffer de lisis tris-tritón X-100, agregando 
1mL de buffer por cada 0,1g de tejido (manto) y se homogenizo. Se recupero el 
sobrenadante a 14000 x g, durante 30 minutos a 4°C, las muestras se cuantificaron 
utilizando el kit Pierce BSA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA), se alicuoto y almaceno a -80°C. Posteriormente las muestras se 
separaron por electroforesis en SDS-PAGE 10% a 100 volt durante 90 minutos y se 
transfirieron a una membrana de PVDF a 100 volt durante 40 minutos. Las membranas 
se bloquearon durante 1 hora con Amersham ECL prime blocking reagent (GE healthcare 
life sciences, Little Chalfont, United Kingdom). Luego las membranas se lavaron 3 veces 
durante 15 minutos con PBS 1X y se incubaron durante toda la noche a 4°C con los 
anticuerpos comerciales Phospho anti-IGF1 receptor 1:3000 (Ab85625, Abcam, 
Cambridge, United Kingdom) y anti-ubiquitin 1:2000 (#3933, Cell Signaling Technology, 
USA). Posteriormente se lavaron las membranas 3 veces durante 15 minutos con PBS 1X y 
se incubaron durante 1 hora con anticuerpo secundario comercial anti-rabbit igG- hrp-
linked antibody 1:6000 (#7074, Cell Signaling Technology, USA). Luego se revelaron 
según instrucciones del fabricante, utilizando el reactivo Amersham ECL prime western 
blotting detection reagent (GE healthcare life sciences, Little Chalfont, United Kingdom). 
Los resultados fueron digitalizados y analizados por densitometría con el software ImageJ 
(U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/) 
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5.5 Diseño de partidores. 
 
Utilizando las secuencias del Row data aportado por el Dr. Cristian Gallardo 
(Laboratory of Biotechnology and Aquatic Genomics, Universidad de Concepción). Se 
diseñaron los partidores con la herramienta en línea Primer-BLAST (disponible en 
National Center for Biotechnology Information), luego se determinaron los parámetros 
cinéticos y temperatura de disociación (Tm) correspondiente de cada partidor con la 
herramienta en línea OligoAnalizer Tool (disponible en Integrated DNA technologies), 
ajustando los parámetros a concentraciones de Mg
++
 1,5 mM y concentración de dNTPs 0,8 
mM. 
 
5.6 Extracción de RNA y RT-qPCR. 
 
Con el objetivo de analizar globalmente el comportamiento de la vía de 
señalización, se estudiaron por RT-PCR en tiempo real, los niveles de mRNA de igf, igf-r, 
pi3k, akt, fox, trim56 y fbx 25. 
 
Se estudio la expresión relativa de los distintos transcritos en función de la 
expresión de alfa tubulina como gen normalizador (Núñez & Gallardo, 2014) . Para ello 
se extrajo RNA total con TRIzol® reagent (Life technologies, Carlsbad, California, 
USA) de los tejidos congelados, se utilizó 1 mL de reactivo por cada 0,1g de tejido, se 
centrifugo a 13000 x g a 4°C y se recuperó el sobrenadante, posteriormente se adicionó 
cloroformo, se agitó vigorosamente para separar las fases y se extrajo la fase acuosa 
superior, luego se adiciono isopropanol 100% y se recuperó el precipitado por 
centrifugación a 12000 x g. Posteriormente se depuró el precipitado con etanol 75% 
centrifugando a 7500 x g, paso que se repitió entre 3 a 5 veces para evitar contaminación. 
Las muestras se cuantificaron, alicuotaron y almacenaron a -80°C. Posteriormente se 
sintetizo el cDNA según las instrucciones del fabricante con el kit comercial RT-PCR kit: 
Quantitect reverse transcription kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Utilizando partidores 
específicos para las secuencias de los distintos genes, se realizó las reacciones de PCR en 
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tiempo real en el equipo Mx3000p® qPCR System (Stratagene, USA). La reacción se 
realizaron en un volumen final de 20 μl, conteniendo 10 μl del Brilliant® SYBR® Green 
qPCR Master Mix (Stratagene, USA), 0.2 μl de los partidores sentido  (100nM),  y 
antisentido (100nM), 0.14 μl de ROX 1mM (fluoróforo de referencia), 3 μl de cDNA 1:40. 
Se realizaron los análisis de las curvas de calibración para la determinación de las 
temperaturas de disociación (Tm) específicas para cada producto y las curvas estándar para 
la verificación de la eficiencia de cada amplificación. 
 
 
5.7 Tabla 1. Lista de partidores. 
 
Molécula Secuencia (5´-3´) Tm (° C) Tamaño del 
amplicon 
(pb) 
ilp-r Sentido: ACAGATATGCCATGCCGTCG 62 79 
 Anti sentido: GAGGAAGGATTAGTGCCGCC 
akt Sentido: GGGGCACAGGTGTAGTTATG 60 111 
 Anti sentido: TGGGAAACCGCACTGATTG 
foxo Sentido: GGTGCTTGGAGAAGACATC 57 198 
 Anti sentido: GCATCAGACTCGGTTGG 
ilp Sentido: CAGACAGAACGGTATGGCG 60 72 
 Anti sentido: ACAAGAGTAACGACAAGCGA 
Trim56 Sentido: ACGAATACAACGACCCAAGG 60 96 
 Anti sentido: GCCGACCAGAAGATGAAGAG 
fbx25 Forward: ACCAGTACACACACCAACCA 61 71bp 
 Reverse: TTGTCACCACTTTACGCTCTCT 
pi3k Forward: GGGAATGGATGACCTCTTGA 59 166bp 
 Reverse: TGGTTGTTCTTTGCTGATGG 
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6. Resultados 
 
6.1 Protocolo de restricción nutricional en mejillón chileno. 
 
 
Los ejemplares juveniles de Mytilus chilensis fueron sometidos a tres condiciones 
diferentes: 1) individuos sometidos a restricción nutricional (agua de mar filtrada), individuos 
tratados con inhibidor específico del receptor de IGF-1 (Picropodofilina o PPP) e individuos 
sin tratar (control), mediante baños de inmersión, durante dos horas, cada dos días. Se utilizó 
un n=32 por cada condición experimental y se evaluó la variación del peso desde el inicio del 
experimento (semana 0) por semana, hasta el fin del experimento (semana 3), utilizando por 
semana un n=8 por cada condición.  
 
Los resultados mostraron que las variaciones significativas de peso se producen desde 
semana 2 entre las condiciones, observándose que el grupo sometido a restricción nutricional 
(inanición) una disminución notoria del peso desde la semana 1 hasta la semana 3, sin 
embargo, en la condición con inhibidor (PPP), las diferencias significativas comienzan desde 
la semana 2 hasta la semana 3. Con fines prácticos se utilizaron ejemplares de las tres 
condiciones en la semana 3 para realizar los análisis tanto de transcritos como de proteínas, ya 
que, esta es la semana donde la variación de peso entre la condición control, la condición de 
restricción nutricional y la condición con inhibidor presentaron mayor variación (Figura 6). 
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Figura 6. Perfil de crecimiento de mejillón sometidos a diferentes condiciones durante 
tres semanas. La comparación se realizó entre grupos por semana, monitoreando el promedio 
de la variación del peso de los individuos por semana desde la semana 1, donde cada ejemplar 
del ensayo fue masado. Los resultados se expresan como el promedio ± Error estándar de la 
media (SEM) (n = 6). Un análisis estadístico de ANOVA de dos vías indica diferencias 
significativas (P < 0,05) (letras distintas).  
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6.2 Caracterización de las secuencias del receptor y ligando de la vía ILPs. 
 
Se utilizó como fuente de información de transcritos de M. chilensis los datos crudos 
(raw data) obtenidos por la tecnología de secuenciación Hiseq 2000 de Illumina (Núñez & 
Gallardo, 2014). Se realizó un blast exploratorio utilizando la base de datos non-redundant 
(nr) (NCBI) para identificar las secuencias putativas de interés dentro del raw data de M. 
chilensis. 
 
- Caracterización de ILP. 
Se obtuvo la secuencia ilp en el mejillón chileno. La secuencia de cDNA obtenida fue 
de 512 nucleótidos (Figura A1) de los cuales 423 corresponden a la región codificante y 89 
corresponden a las regiones no codificantes 5’-UTR y 3´-UTR (Figura A1). De los 423 
nucleótidos correspondientes a la región codificante, al traducirlos y obtener la secuencia 
aminoacídica deducida, dan cuenta de un péptido de 141 aminoácidos (Figura 7, A1). La 
secuencia aminoacídica deducida indica que conserva una región perteneciente a superfamilia 
de proteínas tipo ILGF (Insulin like growth factor) (Figura 7). El ilp del mejillón chileno 
mostró una baja identidad con los ilp de otras especies de moluscos, observándose una 
identidad del 44% con Crassostrea gigas y de un 35% con Conus imperialis. La identidad 
declinó aún más con especies alejadas filogenéticamente, como mamíferos, peces e 
invertebrados (Figura 7). Este grado de conservación diferencial observado entre la secuencia 
de ilp del mejillón y de otras especies como peces fue corroborado realizando un árbol 
filogenético, en el cual se observa que el mejillón se agrupa con otras especies pertenecientes 
al orden de los pteriomorfos formando un clado independiente (Figura A2).  
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Conus            LETRMQGAHPQGICGSKLPDIVHTVCQVMGRGYAGGQ-RQLRKRTS-MIDSDDMEAEGGS 
Crassostrea      SQTDLRGPDPQGICGRLIPEMLHLVCGG--QYYVPSK-RDVSSLSHHKQDRNVDFPRYSP 
Mytilus          SQTERYGGHKDGICGDELSLVVTLVCEG--KFSLPKK-RSVD----HKNSNEDIFPRFSP 
Drosophila       ---IGGVQATMKLCGRKLPETLSKLCVYG-F--NAMTKRTLDPVNFNQID---GFEDRSL 
Danio            ---AFEVASAETLCGGELVDALQFVCEDRGFYFSRPTSRSN------------------- 
Mus              ---PTQAFVKQHLCGPHLVEALYLVCGERGFFYTPKSRREVEDPQVEQ------LE---- 
                             :**  :   :  :*            *                      
 
Conus            RGGFLMSKRRALSYLQKETNPLVMAGYERRGIQKRHGEQGITCECCYNHCSFRELVQYCN 
Crassostrea      LEGLILGKREASMYLTSQH----------S-RTKRNAYQGIVCECCYHGCNWFELQQYCG 
Mytilus          LQGQILGKRNALSYLGKSK----------RFYDYGSSYQGIVCECCYNHCSLDELSQYCL 
Drosophila       LERL-LSDSSV------------------QMLKTRRLRDGVFDECCLKSCTMDEVLRYCA 
Danio            --------------------------------SRRSQNRGIVEECCFSSCNLALLEQYCA 
Mus              LGGS-PGDLQT------------------LALEVARQKRGIVDQCCTSICSLYQLENYCN 
                                                        *:  :**   *.   : .**  
 
Conus            ------------------------------------------------------------ 
Crassostrea      FRKKRNTEPDSISASSQNSGKLI-DSVLNK------------------------------ 
Mytilus          FDKKDS------------------------------------------------------ 
Drosophila       AKPRT------------------------------------------------------- 
Danio            KPAKSERDVSATSLQVIPVMPALKQEVPRKHVTVKYSKYDVWQRKAAQRLRRGIPAILRA 
Mus              ------------------------------------------------------------ 
 
Figura 7. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de ilp entre diferentes 
especies. El dominio estructural identificado en la secuencia en rojo corresponde tipo ILGF 
(Insulin like growth factor), se resalta las regiones ricas en cisteína. Número de acceso a 
GenBank: Crassostrea gigas (XP_011415724.1), Conus imperialis (AJD85819.1), 
Drosophila melanogaster (AAY54810.1), Danio rerio (NP_001001815.1), Mus musculus 
(NP_032412.3). (*) Igual residuo aminoacidico; (:) Distinto residuo aminoacidico igual 
función. 
 
 
  
27 
 
 
 
 
 
- Caracterización de ILP-R. 
  Se obtuvo la secuencia parcial ilp-r correspondiente a la región tirosina quinasa en el 
mejillón chileno. La secuencia nucleotídica de cDNA obtenida fue de 5298 nucleótidos 
(Figura A3), el cual codifica a un péptido de 460 aminoácidos (Figura 8 y A3). La secuencia 
aminoacídica deducida presenta el dominio clásico de estos receptores tirosina quinasa, donde 
se identificaron sitios de unión a ATP y sitios de unión al sustrato (Figura 8). El ilp-r del 
mejillón chileno presentó identidad con otras secuencias ortólogas, donde se observó una 
identidad del 64% con la secuencia del ilp-r de Tegillarca granosa y un 55% con Pinctada 
fucata. Para corroborar este grado de conservación diferencial observado entre la secuencia 
del ilp-r y de otras especies se realizó un árbol filogenético, en el cual se observa que el 
mejillón chileno no se agrupa con otras especies formando un clado independiente (Figura 
A4). 
 
Mus             PLYASSNPEYLSASDVFPSSVYVPDEWEVPREKITLLRELGQGSFGMVYEGNAKDIIKGE 
Danio           VLYASVNPEYFSAAE-----MYVPDEWEVEREKITMCRELGQGSFGMVYEGIAKGVVKDE 
Homo            VLYASVNPEYFSAAD-----VYVPDEWEVAREKITMSRELGQGSFGMVYEGVAKGVVKDE 
Drosophila      HMNTEVNPFY--ASM-----QYIPDDWEVLRENIIQLAPLGQGSFGMVYEGILKSFPPNG 
Pinctada        ADHISANPDYMHHGE-----VYQPDEWEVDRDKIKLIRELGQGSFGMVYEGLSIDLDGDG 
Tegillarca      VLNTSANPEYWSYQD-----AYEADEWEVDRDKVRLLKELGQGSFGMVYKGLLF-IDEKK 
Mytilus         -HVSTVNPDYMQDYD-----AYIPDEWEVEREKVCLLRELGQGSFGMVWEGLTKDLVENG 
                      ** *           *  *:*** *:::     *********::*    .     
 
Mus             AETRVAVKTVNESASLRERIEFLNEASVMKGFTCHHVVRLLGVVSKGQPTLVVMELMAHG 
Danio           PETRVAIKTVNESASLHERIEFLNEASVMKEFNCHHVVRLLGVVSQGQPTLVIMELMTRG 
Homo            PETRVAIKTVNEAASMRERIEFLNEASVMKEFNCHHVVRLLGVVSQGQPTLVIMELMTRG 
Drosophila      VDRECAIKTVNENATDRERTNFLSEASVMKEFDTYHVVRLLGVCSRGQPALVVMELMKKG 
Pinctada        KEVKVAVKTVNEHASFSERMNFLKEASTMKAFKCNHVVRLLGVVSEGQPAYVIMELMENG 
Tegillarca      EEIPVAVKTVNENASFPERTSFLKEASIMKGFKCYHVVQLLGVVSKGQPALVIMELMSNG 
Mytilus         KEALVAVKTVNEKADYHQRGAFLKEASIMKGFKCHHVVQLLGIVSQSQPALVIMELMTNG 
                 :   *:***** *   :*  **.*** ** *   ***:***: *..**: *:**** .* 
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Mus             DLKSHLRSLRPDAENNPG------------RPPPTLQEMIQMTAEIADGMAYLNAKKFVH 
Danio           DLKSYLRSLRSV-ENTSS------------LPLPPLKKMIQMAGEIADGMAYLNANKFVH 
Homo            DLKSYLRSLRPEMENNPV------------LAPPSLSKMIQMAGEIADGMAYLNANKFVH 
Drosophila      DLKSYLRAHRPEERDEAMMTYLNRIGVTGNVQPPTYGRIYQMAIEIADGMAYLAAKKFVH 
Pinctada        DLKNFLRMHRPDEEDMES-TFAGYQASKIPRQPLSLKQIIKMAGEIADGMAYLADKKYVH 
Tegillarca      DLKNFLRLHRPDEEDNDG------------RMPPTLKRIMQMAGEIADGMAYLADKKFVH 
Mytilus         DLKNYLRMRRPDNE--EG------------LVPPALQQIWQMAGEIADGMAYLSDKKFVH 
                ***..**  *   .                       .: :*: *********  :*:** 
 
Mus             RDLAARNCMVAHDFTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKGLLPVRWMSPESLKDGVFTASS 
Danio           RDLAARNCMVAEDFTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKGLLPVRWMSPESLKDGVFTTNS 
Homo            RDLAARNCMVAEDFTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKGLLPVRWMSPESLKDGVFTTYS 
Drosophila      RDLAARNCMVADDLTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGTKGLLPVRWMPPESLRDGVYSSAS 
Pinctada        RDLAARNCMVAGDLTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKALLPVRWMAPESLKDGIFTSLS 
Tegillarca      RDLAARNCMVAEDLTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKGLLPVRWMGPESLKDGIFTSMS 
Mytilus         RDLAARNCMVAEDLTVKIGDFGMTRDVYETDYYRKGGKGLLPVRWMAPESLKDGVFTSYS 
                *********** *:************:********* *.******* ****:**:::: * 
 
Mus             DMWSFGVVLWEITSLAEQPYQGLSNEQVLKFVMDGGYLDPPDNCPERLTDLMRMCWQFNP 
Danio           DVWSFGVVLWEIATLAEQPYQGMSNEQVLRFVMEGGLLDKPDNCPDMLFELMRMCWQYNP 
Homo            DVWSFGVVLWEIATLAEQPYQGLSNEQVLRFVMEGGLLDKPDNCPDMLFELMRMCWQYNP 
Drosophila      DVFSFGVVLWEMATLAAQPYQGLSNEQVLRYVIDGGVMERPENCPDFLHKLMQRCWHHRS 
Pinctada        DVWSYGVVLWEMATLAAQPYQGLSNEEVLKYVSAGKKMDKPEGCPDRLFSLMYQCWNYRP 
Tegillarca      DVWSYGVVLWEMATLAAQPYQGLSNEEVLKYVLNGKIMERPDGCPQRLFDLMIKCWQFKP 
Mytilus         DVWSYGVVLWEMVTLAELPYIGLSHEQVIKYVGSGRTMEKPEGCPDRLIQLMLQCWRFKD 
                *::*:******:.:**  ** *:*:*:*:::*  *  :: *:.**: * .**  **...  
 
Mus             KMRPTFLEIVNLLKDDLHP-SFPEVSFFYSEENKAPESE-ELEMEFE-DMENVPLDRSSH 
Danio           KMRPSFLEIISSIKEDLEA-GFKETSFFYSEENKPPDTE-ELDMENVGTMENVPLEPSSS 
Homo            KMRPSFLEIISSIKEEMEP-GFREVSFYYSEENKLPEPE-ELDLEPE-NMESVPLDPSAS 
Drosophila      SARPSFLDIIAYLEPQCPNSQFKEVSFYHSEAGLQHREKERKERNQLDAFAAVPLDQDLQ 
Pinctada        KQRPTFKEIIEMLVPQLDP-SFKERSYFFSDENKDNADV-NEDFED----------EDE- 
Tegillarca      RQRPTFKEIIEMLVPDLDP-EFREKSYFFSEENRQDYSVDDLDLED----------EDII 
Mytilus         KQRPTFQGIIEILVPVLDR-SFREKSYFFSVENHTEDNH-DVDYPD----------EDYP 
                  **:*  *:  :        * * *::.*  .         :              .   
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Figura 8. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de ilp-r entre diferentes 
especies. El dominio estructural identificado en la secuencia en rojo corresponde al dominio 
tirosina quinasa. Dentro del dominio se destaca en amarillo sitios activo y en verde los sitios 
de unión al sustrato. Número de acceso a GenBank: Pinctada fucata (AGA94627.1), 
Tegillarca granosa (AGA94627.1), Danio rerio (NP_694501.1), Homo sapiens 
(XP_011519818.1), Mus musculus (XP_006508764.1), Drosophila melanogaster 
(NP_524436.2). (*) Igual residuo aminoacidico; (:) Distinto residuo aminoacidico igual 
función. 
 
 
6.3 Caracterización de las secuencias de genes blancos de los péptidos tipos 
insulina. 
 
- Caracterización de PI3K. 
Se obtuvo la secuencia parcial de pi3k correspondiente a la subunidad catalítica de la 
proteína en el mejillón chileno. La secuencia nucleotídica de cDNA obtenida fue de 6084 
nucleótidos (Figura A5), estos nucleótidos al traducirlos y obtener la secuencia aminoacídica, 
dan cuenta de un péptido de 1048 aminoácidos (Figura 9, A5). La secuencia aminoacídica 
deducida contiene dominios característicos de estos tipos de proteínas como lo son el dominio 
de unión a p85, dominio de unión a RAS, dominio C2, dominio PIK y dominio catalítico 
proteína quinasa (Figura 9). La PI3K del mejillón chileno presentó una identidad con otras 
secuencias ortólogas, donde se observó una identidad del 65% con la secuencia Crassostrea 
gigas y un 64% con Lottia gigantea. Para corroborar este grado de conservación diferencial 
observado entre la secuencia de PI3K y de otras especies se realizó un árbol filogenético, en 
el que se observó que el mejillón chileno se agrupa con otras especies pertenecientes al orden 
de los pteriomorfos formando un clado independiente (Figura A6). 
 
Drosophila       MNMMDNRALAYVAHQPKYETPPEEAEPPCMRFSVNLWKNEM-LNWVDLICLLPNGFLLEL 
Danio            --------------------------MPPRPSSGELWGIHLMPPRILVDCLLPNGMILTL 
Mus              --------------------------MPPRPSSGELWGIHLMPPRILVECLLPNGMIVTL 
  
30 
 
Homo             --------------------------MPPRPSSGELWGIHLMPPRILVECLLPNGMIVTL 
Lottia           ----------------------------MPPSSGELWGHHLMPSQVLVDCLLPTGVIVPI 
Crassostrea      ----------------------------MPPSSGELWGHHLMPSQVMVDCLMPNGVLIQL 
Mytilus          ------------------------------------------------------------ 
                                                                              
 
 
 
 
Drosophila       RVNPANTIQVIKVEMVNQAKQMPLGYVIKEACEYQVYGIST-FNIEPYTDETKRLSEVQP 
Danio            ECLREATLITIKHELFKEARKYPLHHLLQEETSYIFVSVTQEAEREEFYDETRRLCDLRL 
Mus              ECLREATLVTIKHELFREARKYPLHQLLQDETSYIFVSVTQEAEREEFFDETRRLCDLRL 
Homo             ECLREATLITIKHELFKEARKYPLHQLLQDESSYIFVSVTQEAEREEFFDETRRLCDLRL 
Lottia           QCNRDVTLERAKFELWSEAKKYPLFSKLLDPDSYIFVAITQDAEREEFYDETRRLCDLRL 
Crassostrea      MVNRDETLERIKAQLWAEARNYPLCHKLGDQGSYIFVSITQDAESEEFYDETRRLCDLRL 
Mytilus          ----------------VKAKLYPLYERLLEPASYIFVSITQDARKEEFYDETRRFCDLRL 
                                  :*:  **   : :  .* . .::   . * : ***:*:.:::  
 
Drosophila       YFGILSLGERTDTTSFSSDYELTKMVNGMIGTTFDHNRTHGSPEIDDFRLYMTQTCDNIE 
Danio            FQPFLKVIEPVGNREE---KILNREIGFAIGMPVCEFDLVKDPEVQDFRRNILNVCKDSV 
Mus              FQPFLKVIEPVGNREE---KILNREIGFVIGMPVCEFDMVKDPEVQDFRRNILNVCKEAV 
Homo             FQPFLKVIEPVGNREE---KILNREIGFAIGMPVCEFDMVKDPEVQDFRRNILNVCKEAV 
Lottia           FQPILKVMEPIGNREE---KILNYEIGMLIGIPVNDLNETKDLEVMTFRRNILNVCKEAI 
Crassostrea      FMPVLKVVEPIGNREE---KIINYEIGMTIGIPTSDFDDMKDLEVMTFRRTALDMCRNAL 
Mytilus          FQPILKIVEPVGNREE---KMLNFEIGVTIGVSINEFNEMKDLEVMTFRRNILDICKNAI 
                 :  .*.: *  .. .      :.  :.  **    .     . *:  **    : * :   
 
Drosophila       LERSAYTWQQRLLYEHPLRLANSTKMPELIRERHPT------RTFLIVVKNENDQSTFTL 
Danio            ELRDASGAHSRALYVYPPNVESSPELPKHIYGKLDK--GQIIVVIWVIVSPNNDKQKYTL 
Mus              DLRDLNSPHSRAMYVYPPNVESSPELPKHIYNKLDK--GQIIVVIWVIVSPNNDKQKYTL 
Homo             DLRDLNSPHSRAMYVYPPNVESSPELPKHIYNKLDK--GQIIVVIWVIVSPNNDKQKYTL 
Lottia           GERERNGPHGQALYAYPPDIESSKFLPPHLHQKIRAKDDSVIMCVWV-VSGNNDRTKYSV 
Crassostrea      EQRQITSKQSAALYAYPPDLESHVDLPPHLKKKLEKNEGNVVCCVWI-VSDDGNRNKFSV 
Mytilus          DERQRRGKASEALYAYPPDIESSPILPSHLQTKIKEMKKDVVACVWV-VSEDNSRSKFSV 
                   *.        :* :*  : .   :*  :  :           . : *. :..: .::: 
 
Drosophila       SVNEQDTPFSLTESTLQKMNR--------SQMKMNDRTSDYILKVSGRDEYLLGDYPLIQ 
Danio            KINHDCVPEQVIAEAIRKKTRSMLLSAEQLKMCVQEYQGKYILKVCGCDEYLLEKYPISQ 
Mus              KINHDCVPEQVIAEAIRKKTRSMLLSSEQLKLCVLEYQGKYILKVCGCDEYFLEKYPLSQ 
Homo             KINHDCVPEQVIAEAIRKKTRSMLLSSEQLKLCVLEYQGKYILKVCGCDEYFLEKYPLSQ 
Lottia           KLNISASPTDVIAETIRRRSRLMSMTKEHTQMCIEEFSQSYVLKVCGCDQFLLEECPIGQ 
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Crassostrea      RVEHMARPIDVISEVIRRRGRLMDITKQQVEGLIESYRSTYALKVCGCDEFLLAENPISQ 
Mytilus          KVSHDAYPIDVIAGTIRRRSRMMGISKEHAERCIEEYSDTYALKVCGCDQFLLEEHPLSQ 
                  :.    * .:   .:::  *         :  : .    * ***.* *:::* . *: * 
 
 
 
 
 
 
Drosophila       FLYIQEMLSDSAVPNVVLQSVYRLESYINHHNEQ-AMVTKRPLPKKRTVHLHKSISSLWD 
Danio            YKYVRSCIMLGRLPNLMLMSKDSLYSQLPMDNFTMPSYSRRISTATPYMNGEASTKSLWT 
Mus              YKYIRSCIMLGRMPNLMLMAKESLYSQLPIDSFTMPSYSRRISTATPYMNGETSTKSLWV 
Homo             YKYIRSCIMLGRMPNLMLMAKESLYSQLPMDCFTMPSYSRRISTATPYMNGETSTKSLWV 
Lottia           YKYIRDCIADDKIPQFMLYTKDSVYSSLTESHFTVPSYVQRGIQALAEINN-QQILYTND 
Crassostrea      YRYVRECIALEKIPQFMLLTKESIYATLPECYFQMPSYSQRGHQLLLDINN-QPTISLWE 
Mytilus          YKYVRECIARDNIPQFMLLTKESLYAAISPNIFITPSYTQKGMQLLTEINQ-QKTLSLWE 
                 : *::. :    :*:.:* :   : : :           ::       ::           
 
Drosophila       MGNYFQLTLHSISNVNFDKTRALKVGVHVCLYHGDKKLCAQRSTDSP---NGNFDTFLFN 
Danio            INSTLRIRVLCATYVNVNIRDIDKIYVRTGIYHGGEQLCDNVNTQRVPCSNPRWNE---- 
Mus              INSALRIKILCATYVNVNIRDIDKIYVRTGIYHGGEPLCDNVNTQRVPCSNPRWNE---- 
Homo             INSALRIKILCATYVNVNIRDIDKIYVRTGIYHGGEPLCDNVNTQRVPCSNPRWNE---- 
Lottia           VNTALRIKISCASYVNV--KEFGKIYVKAGIYHGTEPLSEIRNTHQGDSTNPRWDQ---- 
Crassostrea      INAAIRIKINCATYVNV--KEAGKIYVKAGIYHGTEALCEAQVTKEVESNNPRWNE---- 
Mytilus          IHAKLRIKILCATYVNV--KELGKIYVKAGIYHGTEALCEFQDTKMVDSNNPQWHE---- 
                 :   ::: : . : **.      *: *:. :*** : *.    *.     * .:.      
 
Drosophila       DLVMDFDIQMRNLPRMTRLCIVIFEVTKMSRSKKSSNNKDIALKDVPYNKNPLAWVNTTI 
Danio            --WLTYDMYIPDIPRAARLCLSICSVKG-RKGAK-------------EEHCPLAWGNVNL 
Mus              --WLNYDIYIPDLPRAARLCLSICSVKG-RKGAK-------------EEHCPLAWGNINL 
Homo             --WLNYDIYIPDLPRAARLCLSICSVKG-RKGAK-------------EEHCPLAWGNINL 
Lottia           --WLTF-LPIPDIPRSARLCLSICSVSVAKRKNK-------------KVHYALAWGNIQM 
Crassostrea      --WLEF-LNMMDIPRSARLCLSICSVN--RRRNR-------------KVTFALAWGNLQL 
Mytilus          --WLEF-LYIQDLPRSAKLCLSICYTS--KKK---------------REPLSLGWANLQL 
                    : : : : ::** ::**: *  ..   :                     *.* *  : 
 
Drosophila       FDHKDILRTGRHTLYTWTYADDIQSVEVFHPLGTIEPNPRKEECALVDLTFLSSGTGTVR 
Danio            FDYTHTLVSGKMALNLWPVPHGLE--DLLNPIGVTGSNPNK-ETPCLELEFDYFS-SPVK 
Mus              FDYTDTLVSGKMALNLWPVPHGLE--DLLNPIGVTGSNPNK-ETPCLELEFDWFS-SVVK 
Homo             FDYTDTLVSGKMALNLWPVPHGLE--DLLNPIGVTGSNPNK-ETPCLELEFDWFS-SVVK 
Lottia           FDFNHRLASEKVSLHLWPMPQGMD--DLLNPIGLPGSNPDK-DCPCLEIEFDRLA-HPVA 
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Crassostrea      FDFNDRLLNEKVSLNLWPMPQGMD--ELLNPIGIPGSNPDEKETACLEIEFDRFA-FPVV 
Mytilus          FDFNDRLMNEKVSLNLWPLPQGMD--DLLNYVGLPGSNPDQ-ETPCLEIEFDRLS-HPVS 
                 **... * . : :*  *   ..::  :::: :*    ** : :   ::: *   .   *  
 
 
 
 
 
 
 
 
Drosophila       YPSEEVVL---QYAADREQVNRLQ------RQLAGPEKPIKELKELMANYTGLDKIYEMV 
Danio            FPDMATIEDHANWIISREMGYNYCQSGQSSRVARDHAMT-EADIEQLRQLGNRDPLSEIT 
Mus              FPDMSVIEEHANWSVSREAGFSYSHTGLSNRLARDNELR-ENDKEQLRALCTRDPLSEIT 
Homo             FPDMSVIEEHANWSVSREAGFSYSHAGLSNRLARDNELR-ENDKEQLKAISTRDPLSEIT 
Lottia           YPPDALIDQIGQTAYLKERQGIYHMA-------DSREQS-EKEMDMLEEIISRDPLADIL 
Crassostrea      HPQEYEYEELAHFLTTKERRSHLL---------ETPTMR-QKDEETIREVVQRDPLAEIS 
Mytilus          YPPEKQIEDLAQYAISKEQPLIYL---------DTPQIQ-AKEQAMVDDITSRDPLSEIS 
                 .*         :    :*                            :      * : ::  
 
Drosophila       DQDRNAIWERRNDILRELPEELSILLHCVYWKERDDVADMWYLLKQWPLISIERSLELLD 
Danio            EQEKDFLWRHRQY-CVNIPEILPKILLAVKWNSRDEVAQMYCLLKDWPAIKPEQAMELLD 
Mus              EQEKDFLWSHRHY-CVTIPEILPKLLLSVKWNSRDEVAQMYCLVKDWPPIKPEQAMELLD 
Homo             EQEKDFLWSHRHY-CVTIPEILPKLLLSVKWNSRDEVAQMYCLVKDWPPIKPEQAMELLD 
Lottia           EQDKELLWKRREY-CLTIPNSLPKLLLAVKWYDRKDVAQLYLLLKRWPQVSPEVGLELLD 
Crassostrea      YQEKETLWKQREF-CMSLPQSLPKLLQAMRWNDRENVAQMYMLLKKWPILEPEVVLELLD 
Mytilus          EQEKDILWKLREY-CIQVPQSLPKLLQSVKWNEREYVAQLYMLLRRWPRLIPEFAMELLD 
                  *::: :*  *.     :*: *  :* .: * .*. **::: *:: ** :  *  :**** 
 
Drosophila       YAYPDPAVRRFAIRCLH-FLKDEDLLLYLLQLVQAIKHESYLESDLVVFLLERALRNQRI 
Danio            CNYPDPMIRDFAVRCLEKYLTDDKLSQYLIQLVQVLKYEQYLDNPLVRFLLKKALTNQRI 
Mus              CNYPDPMVRSFAVRCLEKYLTDDKLSQYLIQLVQVLKYEQYLDNLLVRFLLKKALTNQRI 
Homo             CNYPDPMVRGFAVRCLEKYLTDDKLSQYLIQLVQVLKYEQYLDNLLVRFLLKKALTNQRI 
Lottia           CSFSDLKVREFAVSCLDKGLRDDKLLQYLLQLVQALKYEAYLENPLTSFLLKRALLSQRI 
Crassostrea      CSFPDPHVRSFAVRCLEQKLTDEKLQRYLLQLVQALKFEPYLDNTITRFLLKKALMNQKI 
Mytilus          CSYPDLCVRQYAVTCLDHGFSDDKLQQYMLQLVQALKFEPYLDSPITRFLLKRALQNQKT 
                   : *  :* :*: **.  : *:.*  *::****.:*.* **:. :. ***::** .*:  
 
Drosophila       GHYFFWHLRSEMQTPSMQTRFGLLLEVYLKGCKHHVAPLRKQLHVLEKLKQGSLIAKKGS 
Danio            GHFFFWHLKSEMHNKTVSQRFGLLLESYCRACGMYLKHLSRQVEAMEKLINLTDILKQEK 
Mus              GHFFFWHLKSEMHNKTVSQRFGLLLESYCRACGMYLKHLNRQVEAMEKLINLTDILKQEK 
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Homo             GHFFFWHLKSEMHNKTVSQRFGLLLESYCRACGMYLKHLNRQVEAMEKLINLTDILKQEK 
Lottia           GNFFFWHLKSEIHRTSIRLRFGLILEAYCRGCGSYLKELIKQVEALDKLTKLTDMLKSEV 
Crassostrea      GQSFFWHLKSEMHQPAIRTRFGLVLEAFCRGLGPYLKVLTRQVEALDKLTKLTDALKMDV 
Mytilus          GQLFFWHLKSEIHNTSIQLRFGLVLEAFCRGCGSNLKMLLRQVEALDKLTKLTNMIKNEV 
                 *: *****:**::  ::  ****:** : :.    :  * :*:..::** : :   *    
 
 
 
 
 
 
Drosophila       KEKVKTMLQDF----LRDQRNSAVFQNIQNPLNPSFRCSGVTPDRCKVMDSKMRPLWVVF 
Danio            KDETQKVQMKFLVEQMRRPDYMDALQNFTSPLNPAHQLGNLRLEDCRIMSSAKRPLWLNW 
Mus              KDETQKVQMKFLVEQMRQPDFMDALQGFLSPLNPAHQLGNLRLEECRIMSSAKRPLWLNW 
Homo             KDETQKVQMKFLVEQMRRPDFMDALQGFLSPLNPAHQLGNLRLEECRIMSSAKRPLWLNW 
Lottia           KDD---DQMKRLHEQLQQPDYVEALHHVNSPLCCGHILGDIKKDFCQVKTSKKRPLWLVW 
Crassostrea      RNDH-IEQMKHLHLQLQQPDYHEALRNFLSPLNNSNRLGDLSAADCKVMKSAKRPLKLVW 
Mytilus          KDDI-NEIMKFLANQLQQPDYQDGLKNFLSPLDNSHILGDLDISHCSVMTSKKKPLWLVF 
                 ::.      .     ::       :: . .**  .   ..:    * :  *  :** : : 
 
Drosophila       ENADVNA----SDVHIIFKNGDDLRQDMLTLQMLRVMDQLWKRDGMDFRMNIYNCISMEK 
Danio            ENPDIMSELLFQNNEIIFKNGDDLRQDMLTLQIIRIMENIWQNQGLDLRMLPYGCLSIGD 
Mus              ENPDIMSELLFQNNEIIFKNGDDLRQDMLTLQIIRIMENIWQNQGLDLRMLPYGCLSIGD 
Homo             ENPDIMSELLFQNNEIIFKNGDDLRQDMLTLQIIRIMENIWQNQGLDLRMLPYGCLSIGD 
Lottia           SNPDPMADIADNDFLLMFKNGDDLRQDMLTLQVIRLMDSIWKAEGLDLRMIPYGCMATGK 
Crassostrea      QNADPMADIYFLSFKFFFKNGDDLRQDMLTLQLLRVMDSLWKEEGLDLRLIPYGCLSTGK 
Mytilus          SNPDVMADIWFTDYKLIFKNGDDLRQDMLTVQLFKIMDTLWKNEGLDLRLIPYSVVSTGK 
                 .* *  :     .  ::*************:*::::*: :*: :*:*:*:  *. ::  . 
 
Drosophila       SLGMIEVVRHAETIANIQKEKGMFSATSPFKKGSLLSWLKEHNKPADKLNKAINEFTLSC 
Danio            CVGLIEVVRSSHTIMQIQCKGGLKG-ALQFNSTTLHQWLKDKNK-GEMYDMAIDLFTRSC 
Mus              CVGLIEVVRNSHTIMQIQCKGGLKG-ALQFNSHTLHQWLKDKNK-GEIYDAAIDLFTRSC 
Homo             CVGLIEVVRNSHTIMQIQCKGGLKG-ALQFNSHTLHQWLKDKNK-GEIYDAAIDLFTRSC 
Lottia           DVGLIEGVRNSKTITSIQNVRGTIA-AMQMDSSQLHRWIKERNS--DRYEQAIDAFTKSC 
Crassostrea      ELGLIECVRDALTIMDIQSK-TISG-AIQINSSNLHRWIKDNNK--EKYEQAIETFTRSC 
Mytilus          DVGVIEIVRDSSTIMSIQQKNGIRA-AVQMDSLGLYNWIMYHNK--DREEQAISNFTRSC 
                  :*:** ** : ** .**      . :  :..  *  *:  .*.  :  : **. ** ** 
 
 
 
Drosophila       AGYCVATYVLGVADRHSDNIMVKRNGQLFHIDFGHILGHFKEKLGVRRERVPFVLTHDFV 
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Danio            AGYCVATFILGIGDRHNSNIMVKDDGQLFHIDFGHFLDHKKKKFGYKRERVPFVLTQDFL 
Mus              AGYCVATFILGIGDRHNSNIMVKDDGQLFHIDFGHFLDHKKKKFGYKRERVPFVLTQDFL 
Homo             AGYCVATFILGIGDRHNSNIMVKDDGQLFHIDFGHFLDHKKKKFGYKRERVPFVLTQDFL 
Lottia           AGYCVATFVLGIGDRHPENIMVTEDGRVFHIDFGHFLDHKKKKFGINRERVPFVLTEDFI 
Crassostrea      AGYCVATFILGIGDRHSENIMCTRDGQVFHIDFGHFLNHKKKKFGINRERVPFVLTEDFV 
Mytilus          AGYCVATFILGIKDRHSGNIMVRKNGQVFHIDFGHFLDHRKKKFGITRERVPFVLTMDFI 
                 *******::**: ***  ***   :*::*******:*.* *:*:*  ********* **: 
 
 
 
 
Drosophila       YVINKGFND--RESKEFCHFQELCERAFLVLRKHGCLILSLFSMMISTGLPELSSEKDLD 
Danio            IVISKGGTQECTKTREFERFQEMCYKAYLAIRQHANLFINLFSMMLGSGMPELQSFDDIA 
Mus              IVISKG-AQEYTKTREFERFQEMCYKAYLAIRQHANLFINLFSMMLGSGMPELQSFDDIA 
Homo             IVISKG-AQECTKTREFERFQEMCYKAYLAIRQHANLFINLFSMMLGSGMPELQSFDDIA 
Lottia           RVIAKGVDQ-PIKQKEYVNFQELCSSAYMILRKHSHLIITLFTLMLSCGIPELQSLDDIG 
Crassostrea      RVIVRGSDK-TSKHELFREFNRLCLEAYLVLRKHAHLLINLLTMMLSCGIPELQSLDDIS 
Mytilus          RVIARGSDQ-PLKHKEFKKFQQLCCEAYLIIRKNAYLFINLMTMMLSCGIPELQSLDDIS 
                  ** :*  .   : . : .*:.:*  *:: :*::. *::.*:::*:. *:***.* .*:  
 
Drosophila       YLRETLVLDYT-EEKAREHFRAKFSEALANSWKTSLNWASHNFSKNNKQ 
Danio            YIRKTLALDKT-EQEALDYFMKQMNDAHHGGWTTKMDWIFHTIRHHAQN 
Mus              YIRKTLALDKT-EQEALEYFTKQMNDAHHGGWTTKMDWIFHTIKQHALN 
Homo             YIRKTLALDKT-EQEALEYFMKQMNDAHHGGWTTKMDWIFHTIKQHALN 
Lottia           YVRKTLAVEKD-DQAAIKYFHTQFRSAYGVSWTTKLDWMCHNFKKKIN- 
Crassostrea      YVRKTLAVEETEE-EAAKYFNSQLQSAHDGQWSTKVDWVFHFVKNLSK- 
Mytilus          YLRKTLAVEEKDDEKALKYFIAKFNSAYSDAWTVKTDWLFHYMKNR--- 
                 *:*:**.::   :  * .:*  :: .*    *... :*  * . :     
 
Figura 9. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de PI3K entre diferentes 
especies. El dominio estructural identificado en la secuencia en morado corresponde al 
dominio de unión a p85, en café el dominio de unión a RAS, en turquesa el dominio C2, en 
rojo el dominio PIK y verde el dominio catalítico proteína quinasa. Dentro de los dominios se 
destaca en amarillo los sitios los sitios de unión a ATP y en azul los sitios de unión al 
sustrato. Número de acceso a GenBank: Crassostrea gigas (EKC39772.1), Lottia gigantea 
(XP_009058178.1), Danio rerio (XP_005155911.1), Mus musculus (NP_032865.2), Homo 
sapiens (4YKN_A), Drosophila melanogaster (NP_650902.1). (*) Igual residuo 
aminoacidico; (:) Distinto residuo aminoacidico igual función. 
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- Caracterización de AKT. 
Se obtuvo la secuencia parcial de akt correspondiente a la subunidad catalítica de la 
proteína en el mejillón chileno. La secuencia nucleotídica de cDNA obtenida fue de 1296 
nucleótidos (Figura A7), estos nucleótidos al traducirlos y obtener la secuencia aminoacídica, 
dan cuenta de un péptido de 382 aminoácidos (Figura 10, A7). La secuencia aminoacídica 
deducida contiene dominios característicos de estos tipos de proteínas dominio PH 
(homología a la pleckstrina) y dominio catalítico serina/treonina quinasa (Figura 10). La 
secuencia de AKT del mejillón chileno presentó identidad con otras secuencias ortólogas, 
donde se observó una identidad del 85% con la secuencia Crassostrea hongkongensis y un 
83% con Haliotis diversicolor. Para corroborar este grado de conservación diferencial 
observado entre la secuencia de AKT y de otras especies se realizó un árbol filogenético, en el 
que se observó que el mejillón chileno no se agrupa con otras especies formando un clado 
independiente (Figura A8). 
 
 
 
Danio            -----------------------------------------MNEISVVREGWLHKRGEYI 
Homo             -----------------------------------------MSDVAIVKEGWLHKRGEYI 
Mus              -----------------------------------------MNDVAIVKEGWLHKRGEYI 
Drosophila       FSWQQSWPSRTSAAPTHDSGTMSINTTFDLSSPSVTSGHALTEQTQVVKEGWLMKRGEHI 
Haliotis         -------------------------------------MNAEVSPLSIIKEGYLWKRGEHI 
Crassostrea      -------------------------------------MSNSDTHIPVVKEGYLWKRGEHI 
Mytilus          ------------------------------------------------KEGYLMKRGEHI 
                                                                 :**:* ****:* 
 
Danio            KTWRPRYFILKSDGSFIGYKEKPETSDA--NQPPLNNFSVAECQLMKTERPRPNTFVIRC 
Homo             KTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQ--REAPLNNFSVAQCQLMKTERPRPNTFIIRC 
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Mus              KTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQ--RESPLNNFSVAQCQLMKTERPRPNTFIIRC 
Drosophila       KNWRQRYFVLHSDGRLMGYRSKPADSASTPSDFLLNNFTVRGCQIMTVDRPKPFTFIIRG 
Haliotis         RNWRKRYFILRQDGSFLGFRSKPENGDL---SDPLNDFTVKDCQLMKLERPKPNTFMIRG 
Crassostrea      KNWRKRYFILRQDGAFLGYRTKPEHG-L---GDPLNDFTVKDCQLMKQEKPKPNTFIIRG 
Mytilus          KNWRKRYFILRKDGSFLGFRAKPEQG-F---NDPLNDFTVRDCQLMRQERPKANTFIIRG 
                 :.** ***:*:.** ::*:: :*           **:*:*  **:*  ::*:  **:**  
 
 
 
 
Danio            LQWTTVIERTFHVDSNSEREEWIRAIQAVANGLKSREEDEPMDINFG--------SPGDN 
Homo             LQWTTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQE-EEEMDFRSG--------SPSDN 
Mus              LQWTTVIERTFHVETPEEREEWATAIQTVADGLKRQE-EETMDFRSG--------SPSDN 
Drosophila       LQWTTVIERTFAVESELERQQWTEAIRNVSSRLIDVGEVAMTPSEQTDMTDVDMATIAED 
Haliotis         LQWTTVVERMFCVESAGEREEWIQAIKSVAEDLKVTEDGAC------------------- 
Crassostrea      LQWTVVVERMFYVESNEEREDWIAAIRSVAENLKVTEE---------------------- 
Mytilus          LQWTTVVERMFCVESQEEREEWIAAINSISDELKNSDEGAE------------------- 
                 ****.*:** * *::  **::*  **. ::. *                            
 
Danio            S-LEG----MEAAITKSRTKVTMSDFDYLKLLGKGTFGKVILVREKATGMYYAMKILRKE 
Homo             SGAEE----MEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGTFGKVILVKEKATGRYYAMKILKKE 
Mus              SGAEE----MEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGTFGKVILVKEKATGRYYAMKILKKE 
Drosophila       ELSEQFSVQGTTCNSSGVKKVTLENFEFLKVLGKGTFGKVILCREKATAKLYAIKILKKE 
Haliotis         ---------G---LLSSQRKKSLDDFQFLKVLGKGTFGKVILCKEKATNHLYAIKILKKA 
Crassostrea      ---------EGGLLEKEKKKVSLDDFEFLKVLGKGTFGKVILCKEKTTNHLYAIKILKKQ 
Mytilus          ---------GPSLFDKSKKKVSLDDFEFLKVLGKGTFGKVILCKEKVTGHLLAIKILKKQ 
                                .   : ::.:*::**:*********** :**.*    *:***:*  
 
Danio            VIIAKDEVAHTITESRVLQNTRHPFLTTLKYAFQTRDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERV 
Homo             VIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERV 
Mus              VIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERV 
Drosophila       VIIQKDEVAHTLTESRVLKSTNHPFLISLKYSFQTNDRLCFVMQYVNGGELFWHLSHERI 
Haliotis         VIIAKDEVTHTLTENRVLQTTKHPFLTELKYSFQTADRLCFVMEYVNGGELFFHLSRDRV 
Crassostrea      VIIAKDEVAHTLTENRVLQTTKHPFLTQLKYSFQTPDRLCFVMEYVNGGELFFHLSRERI 
Mytilus          VIIQKDEVAHTLTENRVLQTTKHPFLTQLKYSFQTTDRLCFVMEYVNGGELFFHLSRERV 
                 **: ****:**:**.***:.:.****  ***:*** *******:*.******:***::*: 
 
Danio            FTEDRARFYGAEIVSALEYLHS-KDVVYRDLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGITNEA 
Homo             FSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVYRDLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGIKDGA 
Mus              FSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVYRDLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGIKDGA 
Drosophila       FTEDRTRFYGAEIISALGYLHS-QGIIYRDLKLENLLLDKDGHIKVADFGLCKEDITYGR 
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Haliotis         FSEDRTRFYGAEIISALGYLHE-NNIVYRDLKLENLLLDKDGHIKIADFGLCKEEMHFGA 
Crassostrea      FSEDRTRFYGAEIISALGYLHE-NNIVYRDLKLENLLLDKDGHIKIADFGLCKEEMYYGA 
Mytilus          FSEERTKFYGAEIISALGYLHE-NNIVYRDLKLENLLLDKDGHIKIADFGLCKEEMFYGA 
                 *:*:*::******:*** ***. :.::*********:********::******* :     
 
 
 
 
 
 
Danio            TMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHERLFELILME 
Homo             TMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELILME 
Mus              TMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELILME 
Drosophila       TTKTFCGTPEYLAPEVLDDNDYGQAVDWWGTGVVMYEMICGRLPFYNRDHDVLFTLILVE 
Haliotis         STSTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGTGVVMYEMMCGRLPFYNRDHDVLFELILLQ 
Crassostrea      STKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGTGVVMYEMMCGRLPFYNRDHDILFELILLQ 
Mytilus          STKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGTGVVMYEMMCGRLPFYNRDHDVLFELILLQ 
                 : .**************:*****:****** *******:********:**: ** ***:: 
 
Danio            EIRFPRNLSPEAKALLAGLLKKDPKQRLGGGPEDAKEVMTHKFFNNMNWQDVLQKKLVPP 
Homo             EIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDAKEIMQHRFFAGIVWQHVYEKKLSPP 
Mus              EIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPTQRLGGGSEDAKEIMQHRFFANIVWQDVYEKKLSPP 
Drosophila       EVKFPRNITDEAKNLLAGLLAKDPKKRLGGGKDDVKEIQAHPFFASINWTDLVLKKIPPP 
Haliotis         SVKFPRTLSEDAKSLLTGLLAKNPKDRLGGSEADVREIMSHPFFMPINWVDLAEKKVTPP 
Crassostrea      QVKFPRTLSEDATSLLSGLLVKDPKQRLGGTEDDVKVIVAHPFFKSINWQDLVEKKIPPP 
Mytilus          SVRFPRTLSEDAKSLLEGFLKKNPHERLGGSE---------------------------- 
                 .::***.:  :*. ** *:* *:* .****                               
 
Danio            FKPQVTSETDTRYFDDEFTAQTITVTPPDQYDSLDA-----------------EDPDTRT 
Homo             FKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSME-----------------CVDSERRP 
Mus              FKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQVLLLSQWHSLRPGAAAGSSTLLCIAESRSP 
Drosophila       FKPQVTSDTDTRYFDKEFTGESVELTPPDPTGPLG-------------------SIAEEP 
Haliotis         FKPQVTSETDTRYFDETFTVESVELTPPGGHRLE--------------TVTEEM--ETMP 
Crassostrea      FTPQVTSETDTRYFDDTFTGESVELTPPPAPAMPEFEASSHSL----DRIDEDMAEVDTP 
Mytilus          ------------------------------------------------------------ 
                                                                              
 
Danio            HFSQFSYSASVRE------------------- 
Homo             HFPQFSYSASGTA------------------- 
Mus              AWII---------------------------- 
Drosophila       LFPQFSYQGDMASTLGTSS-HISTSTSLASMQ 
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Haliotis         YFEQFSYHGSRGSLAS---SRMSFETTWTT-- 
Crassostrea      YFEKFSYHGSKMSLAQSHNSVMSFDTTWST-- 
Mytilus          -------------------------------- 
 
Figura 10. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de AKT entre diferentes 
especies. El dominio estructural identificado en la secuencia en azul corresponde al dominio 
PH y en rojo el dominio catalítico serina/treonina quinasa. Dentro de los dominios se destaca 
en verde los sitios de unión a fosfoinositoles, en amarillo los sitios de unión a ATP y en 
morado los sitios de unión al sustrato. Número de acceso a GenBank: Haliotis diversicolor 
(AMY95372.1), Crassostrea hongkongensis (ALN96976.1), Drosophila melanogaster, Homo 
sapiens (AAQ02456.1), Mus musculus (NP_001159366.1), Danio rerio (NP_937789.1). (*) 
Igual residuo aminoacidico; (:) Distinto residuo aminoacidico igual función. 
 
 
6.4 Caracterización de las secuencias de genes blancos de los péptidos tipo 
insulina vía regulación negativa  del crecimiento. 
 
- Caracterización de FOXG1. 
Se obtuvo la secuencia de foxg1 en el mejillón chileno. La secuencia nucleotídica de 
cDNA obtenida fue de 731 nucleótidos (Figura A9), estos nucleótidos al traducirlos y obtener 
la secuencia aminoacídica, dan cuenta de un péptido de 197 aminoácidos (Figura 11, A9). La 
secuencia aminoacídica deducida contiene sólo una parte del dominio forkhead, característico 
de este tipo de factores de transcripción, y del extremo carboxilo. Dentro del dominio 
forkhead se destacan los residuos que participan en la unión al DNA (Figura 11). FOXG1 del 
mejillón chileno presentó una identidad con otras secuencias ortólogas, donde se observó una 
identidad del 59% con la secuencia Crassostrea gigas y un 55% con Lingula anatina. Para 
corroborar este grado de conservación diferencial observado entre la secuencia de FOXG1 y 
de otras especies se realizó un árbol filogenético, en el que se observó que el mejillón chileno 
se agrupa con otras especies pertenecientes al orden de los pteriomorfos formando un clado 
independiente. (Figura A10). 
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Danio            -----------SHDSSCTDEKEKQEEKRDAKEGEGGKEGDKKNGKYEKPPFSYNALIMMA 
Mus              PAELAPVGPDEKEKGAGAGGEEKKGAGEGGKDGEGGKEGDKKNGKYEKPPFSYNALIMMA 
Homo             PGELAPVGPDEKEKGAGAGGEEKKGAGEGGKDGEGGKEGEKKNGKYEKPPFSYNALIMMA 
Lottia           ADD---SGDELRDHLE---ELEEKQSE-NG--EDGKESDSKEEKKAEKPPFSYNALIMMA 
Mytilus          KSPTES---DADSCSE---GIESNEAKTEE--NKREDEKQNGVKKPEKPPFSYNALIMMA 
Crassostrea      NCDLPPSSPETKDNDI---GNDDGDDSDRN--NNKDSQQSNDSKKSEKPPFSYNALIMMA 
                                      :.          .  .. .:   * ************** 
 
Danio            IRQSPEKRLTLNGIYEFIMKNFPYYRENKQGWQNSIRHNLSLNKCFVKVPRHYDDPGKGN 
Mus              IRQSPEKRLTLNGIYEFIMKNFPYYRENKQGWQNSIRHNLSLNKCFVKVPRHYDDPGKGN 
Homo             IRQSPEKRLTLNGIYEFIMKNFPYYRENKQGWQNSIRHNLSLNKCFVKVPRHYDDPGKGN 
Lottia           IRGSPEKRLTLSQIYEFIMKNFPYYKDNKQGWQNSIRHNLSLNKCFLKVPRHYDDPGKGN 
Mytilus          IRSSPEKRLTLNGIYEFIMKSFPYYKDNKQGWQNSIRHNLSLNKCFVKVPRHYDDPGKGN 
Crassostrea      IRSSAEKRLTLNGIYEFIMKNFPYYKDNKQGWQNSIRHNLSLNKCFVKVPRHYDDPGKGN 
                 ** * ******. *******.****::*******************:************* 
 
Danio            YWMLDPSSDDVFIGGTTGKLRRRSTTSR-AKLAFKRGA---RLTSTGLTFMDR---AGSL 
Mus              YWMLDPSSDDVFIGGTTGKLRRRSTTSR-AKLAFKRGA---RLTSTGLTFMDR---AGSL 
Homo             YWMLDPSSDDVFIGGTTGKLRRRSTTSR-AKLAFKRGA---RLTSTGLTFMDR---AGSL 
Lottia           YWMLDPCCEDVFIGGTTGKLRRRSTLATRSRLAALKRAGFPPLSVPGYPYPTDRLHPYAA 
Mytilus          YWML-------------------------------------------------------- 
Crassostrea      YWMLDPSCDDVFIGGTTGKLRRRSTTASRSRLAALKRAGFAGYQSPVYPYFGHTGKSGSY 
                 ****                                                         
 
Figura A11. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de FOXG1 entre 
diferentes especies. El dominio estructural identificado en rojo corresponde al dominio 
forkhead. Dentro de los dominios se destaca en amarillo los sitios de unión a DNA. Número 
de acceso a GenBank: Crassostrea gigas (XP_011427689.1), Lottia gigantea (BAQ19216.1), 
Danio rerio (XP_005158808.1), Mus musculus (NP_032267.1), Homo sapiens 
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(NP_005240.3). (*) Igual residuo aminoacidico; (:) Distinto residuo aminoacidico igual 
función. 
 
 
 
 
 
 
 
- Caracterización de E3 ubiquina ligasa TRIM56. 
 
Se obtuvo la secuencia parcial de trim56 en el mejillón chileno. La secuencia 
nucleotídica de cDNA obtenida fue de 2516 nucleótidos (Figura A11). De los 1329 
nucleótidos correspondientes a la región codificante, al traducirlos y obtener la secuencia 
aminoacídica deducida, dan cuenta de un péptido de 442 aminoácidos (Figura 12, A11). La 
secuencia aminoacídica deducida contiene dominios característicos de estos tipos de proteínas 
como el dominio RING-finger (really interesting new gene), el dominio tipo caja-B y el 
dominio apolipoproteína A1/A4/E (Figura 11). TRIM56 del mejillón chileno presentó una 
identidad con otras secuencias ortólogas, donde se observó una identidad del 47% con la 
secuencia Crassostrea gigas y un 42% con Lottia gigantea. Para corroborar este grado de 
conservación diferencial observado entre la secuencia de TRIM56 y de otras especies se 
realizó un árbol filogenético, en el que se observó que el mejillón chileno se agrupa con otras 
especies pertenecientes al orden de los pteriomorfos formando un clado independiente (Figura 
A12).  
 
 
Mus              MNSKDSSPTLLEALSSDFLACKICLEQLHTPKTLPCLHTYCQDCLAQLD-----IGGQVR 
Homo             MVSHGSSPSLLEALSSDFLACKICLEQLRAPKTLPCLHTYCQDCLAQLA-----DGGRVR 
Danio            -----MAESSVSLAQEDQFSCLICLDLLKDPVAIPCGHSYCMSCISGYWDQDEQKG-VYS 
Aplysia          -----MDSEKIERLRERLLQCAVCMDEYKDPRILPCHHTLCFECIESVVQSSSASGRFFR 
Crassostrea      -----MEDEKIERLRERILQCPICIDEYKDPRILPCHHTVCLNCLLDYVRHSSSSGRLFR 
Mytilus          ----MMEEDKIERLRERILQCPICMDEYNDPRILPCHHSVCFQCLQDFVRHSSSSGRLFR 
  
41 
 
                           :.   .  : * :*::  . *  :** *: * .*:          *     
 
Mus              CPECREIVPVPAEGVAAFKTNFFVNGLLDLVKARAPGDVHSGKPTCALCPLVGGKSSGGP 
Homo             CPECRETVPVPPEGVASFKTNFFVNGLLDLVKARACGDLRAGKPACALCPLVGGTSTGGP 
Danio            CPQCRQTFT-PRPALGKN---TMLDEAARPAQHN------SESVECDICTE-----DKNK 
Aplysia          CPQCRSDVCVPRGGVGDMPINFYIISLQDELGAK------GYAGNCDICER-----DWLV 
Crassostrea      CPQCRSDICVPRGGVKDFPPNFYVNCIQDELGSR------PYFGICDICER-----DWLI 
Mytilus          CPQCRSDICVPRGGIKDFPPNFYVNCIQDELGSK------PYFSTCNVCER-----DWLV 
                 **:**. .  *  .:        :         .           * :*            
 
 
 
 
 
Mus              ATARCLDCADDLCQACADGHRCSRQTHKHRVVDLVGYRAGWYDEEARERQASQCPQHPGE 
Homo             ATARCLDCADDLCQACADGHRCTRQTHTHRVVDLVGYRAGWYDEEARERQAAQCPQHPGE 
Danio            AVKSCLVCLESYCQTHFESHEEFHSRKRHKV-----------TDATGRLQEMICPQ-HDR 
Aplysia          SQFRCIDCDLDICRFCIHAHRLETHTEPP--KIL-RIEAK--ANTFQFASNRVCREHADE 
Crassostrea      SQYRCVDCDLDICRFCIHEHKLFKHGAGREVMIM-RIETG--NIASFMASEKGCEVHSGE 
Mytilus          SQYRCVDCDIDICKFCIHEHKLFKHDPSKTLNIM-RIETG--NMGTGMSSQKQCTEHSEH 
                 :   *: *  . *:   . *.                            .   *     . 
 
Mus              ALCFLCQPCSQLLCKDCRLGPHIDHPCLPLAEAVRSRKPGLEELLA-GVDS---NLVELE 
Homo             ALRFLCQPCSQLLCRECRLDPHLDHPCLPLAEAVRARRPGLEGLLA-GVDN---NLVELE 
Danio            LLEMYCRTDQRCICILCLMNEHKTHETVLPAEERAEKQKHFKQKLQQRVEEKQKECEELR 
Aplysia          ILQMFCCTCHEAICVTCSCGDHKRHNVVPITVKLQESKTYLQ-----------AELDRLT 
Crassostrea      TLQMFCCTCETAVCVTCVCEVHKKHETMPLVKKLMASQKELQ-----------FDLDDLK 
Mytilus          ILSMFCASCNIAVCIDCILQSHKSHDTCTLGKKLEHAREFLQ-----------KEMDSLN 
                  * : *      :*  *    *  *            :  ::            :   *  
 
Mus              ATRVAEKEALALLREQAASVGTQVEEAAERILKSLLA-----------QKQEVLGQLRAL 
Homo             AARRVEKEALARLREQAARVGTQVEEAAEGVLRALLA-----------QKQEVLGQLRAH 
Danio            AAVETHKRSAQAAVEDTERIFTEI------------------ICSIERSRSEVTQLIRDQ 
Aplysia          T----EKRSAVKVAELIQKTKEEVVEVSNRSMLALDAAAHRACAAIMNRKSELNKQILHS 
Crassostrea      A----EVKSTQDSLTELRQLRSKIHESSESTMSSIRQRAREISMEMDKVADEKVERIRTT 
Mytilus          T----SVRSVKKTVEELDKLSTDIKDNTTHCIKDVRKQARDLTNTIDQIAEQQVKVMTTI 
                 :      .:             .:                          .:    :    
 
Mus              VEAAEEATRERLTKIERQEQVAKAAAAFARRVLSLGLEAEILSLEGAITQRLRQLQDAPW 
Homo             VEAAEEAARERLAELEGREQVARAAAAFARRVLSLGREAEILSLEGAIAQRLRQLQGCPW 
Danio            EKAAVSGAEGRLKKLEQEIDDLKRRDAELEQLSHTDHNIHFL-------QSFQSLSVLPA 
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Aplysia          EKGQVNSIADAMNDFKLYTQRLDRGLAFLSDLQDNDICLEVV-------DTYKDFSN--- 
Crassostrea      TGTVLQEIDGYLKEMEGLHDQAKKGCGFLEDLQEDDVSLELF-------ASFTKYKK--- 
Mytilus          ELENLMPINNYKKSLNDFTDKAHSVCRFLEDLQEDDMSLELL-------ECYAQYKK--- 
                              .::   :           :   .   ...           . .     
 
Figura 12. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de TRIM56 entre 
diferentes especies. Los dominios estructurales identificados en la secuencia corresponden en 
azul al dominio RING-FINGER, en rojo el dominio dedo de zinc caja-B y en verde el dominio 
apolipoproteína A1/A4/E. Dentro de los dominios se destaca en amarillo los sitios 
correspondientes a el motivo cross-brace y en verde claro los sitios de unión al ion Zn2+. 
Número de acceso a GenBank: Crassostrea gigas (XP_011449237.1), Aplysia califórnica 
(XP_005089573.1), Mus musculus (NP_958761.1), Homo sapiens (NP_112223.1), Danio 
rerio (XP_009297009.1). (*) Igual residuo aminoacidico; (:) Distinto residuo aminoacidico 
igual función. 
 
- Caracterización de f-box only protein 25. 
Se obtuvo la secuencia de fbxo25 en el mejillón chileno. La secuencia nucleotídica de 
cDNA obtenida fue de 861 nucleótidos (Figura A13), estos nucleótidos al traducirlos y 
obtener la secuencia aminoacídica, dan cuenta de un péptido de 285 aminoácidos (Figura 13, 
A13). La secuencia aminoacídica deducida no contiene dominios característicos de este tipo 
de proteínas y solo se caracterizó por similaridad de secuencia (Figura 13). FBXO25 del 
mejillón chileno presentó una identidad con otras secuencias ortólogas, donde se observó una 
identidad del 58% con la secuencia Crassostrea gigas y un 49% con Lottia gigantea. Para 
corroborar este grado de conservación diferencial observado entre la secuencia de FBXO25 y 
de otras especies se realizó un árbol filogenético, en el que se observó que el mejillón chileno 
se agrupa con otras especies pertenecientes al orden de los pteriomorfos formando un clado 
independiente (Figura A14). 
 
Mus              MPFLGQDWRSPGQSWVKTADGWKRFLDEKSGSFVSDLSSYCN-----KEVYSKENLFSSL 
Danio            MPFLGQDWRSPGWSWIKTEDGWKRFDYFSHK--LGDNINELGLE--ELDNDNKENVYVGD 
Homo             MPFLGQDWRSPGWSWIKTEDGWKRCESCSQK--LERENNRCNISHSIILNSEDGEIFNNE 
Aplysia          MPFMGQDWRSPGDRWVRTTEGWEKMRLWRVKIFEGLNENVVARI---------------- 
Crassostrea      MPFLSRDWRSPGDQWVRTSEGWERLKLWRIKIFERMNENILARL---------------- 
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Mytilus          MPFLGQDWRSPGDQWVRTKEGWERLKLWRIKVFENLNESILARL---------------- 
                 ***:.:******  *::* :**::              .                      
 
Mus              NYDVAAKKRKKDIQNSKTKTQYFHQEKWIYVHKGSTKERHGYCTLGEAFNRLDFSTAILD 
Danio            VCEVAAKKRKKDFFNNNTKSQFLFQERWIYVQKESTRERHGYCTLGEAFNRLDFSSAIQD 
Homo             EHEYASKKRKKDHFRNDTNTQSFYREKWIYVHKESTKERHGYCTLGEAFNRLDFSSAIQD 
Aplysia          -----NRLAQEDFQQSKE-LTTKR-QPFILYNNSSSKERVEFTSFSEAIVRLDMSGAVRD 
Crassostrea      -----LRLAVSEYDDT----WHKH-QPHIHYIKGISKERKVMTSLSEAFVHLDMTGAVRD 
Mytilus          -----IRLAVLNFEGDNGNDQYTH-QPRIHFIKTLSRERKVVTTLSESFILLDMTGAVKD 
                       :    :             :  *   :  ::**    ::.*::  **:: *: * 
 
Mus              SRRFNYVVRLLELIAKSQLTSLSGIAQKNFMNILEKVVLKVLEDQQNIRLIRELLQTLYT 
Danio            VRRFNYVVKLLQLIAKSQLTSLSGAAQKNYFNVLEKIVRKVLEDHQNPRLIKALLHDLSS 
Homo             IRRFNYVVKLLQLIAKSQLTSLSGVAQKNYFNILDKIVQKVLDDHHNPRLIKDLLQDLSS 
Aplysia          IKRANYMTKLLSQILETKLPSLSGTSQKHILNILESMVNEAIKTELNIGLMKDLLDCAHD 
Crassostrea      IRRFNYVKKLMFLLLTRNFRYLSGTSQKNIINILEEMTNQVLKTDTNVPAMKALLNCAVN 
Mytilus          IRRFNYVKKILHVLLSNSLVNMSGTSQKYIFSILDEMVNQVVKTKNNMKAMTDLLDCATN 
                  :* **: :::  :   .:  :** :**  :.:*:.:. :.:. . *   :  **.     
 
Mus              SLCTLVQRVGKSVLVGNINMWVYRMETILHWQQQLNSIQISRPAF-KGLTITDLPVCLQL 
Danio            TLCILIREVGKSVLVGNINIWVCRLETILKWQQQLNNLQIPKQVS-NGMTLSDLPLHMQT 
Homo             TLCILIRGVGKSVLVGNINIWICRLETILAWQQQLQDLQMTKQVN-NGLTLSDLPLHMLN 
Aplysia          AL-----KEGKHYHIGSQCLWSKHNETVDRLKDKLAEYQLKERNKDGKLMLADLPTDCLR 
Crassostrea      TL-----TDGQYSHIGSECLWNKHRATVSKTVAKLEKYQLKQRHSDGKPTLDDLPEDCLR 
Mytilus          SL-----NDGRYSHIGCTTLWNKHFQAVQKMKNKLNGCKTFTRKEDGKPTISDLPEDCIR 
                 :*       *:   :*   :*  :  ::     :*   :           : ***      
 
Mus              NIMQRLSDGRDLVSLGQAAPDLHVLSEDRLLWKRLCQYHFSERQIRKRL---ILSDKGQL 
Danio            NILYQFTDAYDIINLGQATPTLQMLSEDRHLWKKLCQFHFAEKQFCRHL---ILSEKGHV 
Homo             NILYRFSDGWDIITLGQVTPTLYMLSEDRQLWKKLCQYHFAEKQFCRHL---ILSEKGHI 
Aplysia          VIFSQIPDHKDVLRAGQTSMTLNQVTEESSLWRGMCLYHFSNRQIMTFLPKDLES--VEV 
Crassostrea      CIFRKLSNHSDIIHTGQTNQTNHTVSSHMLLWKQLCFFHFTDQQLLVFLPQELDINEDRV 
Mytilus          CILERLADHKDVVHTGMTKSSIFHITESQLIWKHMSFFHFTDRQLLTFVPDQLGVDEDFI 
                  *: :: :  *::  * .      ::.   :*: :. :**:::*:   :   :      : 
 
Mus              DWKKMYFKLVRCYPRREQYGVTLQLCKHCHILSWKGTDHPCTANNPESCSVSLSPQDFIN 
Danio            DWKLMFFTLQKYYPQKEQYGDTLQFCRHCSILFWNDSGHPCTANDPDSCLTPVSPQHFID 
Homo             EWKLMYFALQKHYPAKEQYGDTLHFCRHCSILFWKDSGHPCTAADPDSCFTPVSPQHFID 
Aplysia          DWKYIYRRCYKRFGRKDAFADMLAICCQCDSIHWKSLGHPCISD-QKCKVKELTPEDFML 
Crassostrea      NWRYIYRRCYKRFGMKDIFADHLAICCHCDTLFWQSIGHPCFSD-SELKSRPLSPEAFLD 
Mytilus          NWKHIYRKCFLR------------------------------------------------ 
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                 :*: ::                                                       
 
Mus              LFKF 
Danio            LFKF 
Homo             LFKF 
Aplysia          LFKL 
Crassostrea      LFVL 
Mytilus          ---- 
 
Figura 13. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de FBXO25 entre 
diferentes especies. Número de acceso a GenBank: Crassostrea gigas (XP_011432071.1), 
Aplysia califórnica (XP_005092139.2), Danio rerio (NP_991287.1), Homo sapiens 
(NP_904356.1), Mus musculus (NP_080622.1). (*) Igual residuo aminoacidico; (:) Distinto 
residuo aminoacidico igual función. 
 
6.5 Efecto de la restricción nutricional sobre el receptor IGF-1 y los niveles de mRNA de 
genes relacionados con la vía de señalización de ILP en M. chilensis. 
 
- Fosforilación del receptor de péptidos tipo insulina en las diferentes condiciones. 
Con el fin de determinar el efecto de la restricción nutricional y su correlación con el 
efecto del tratamiento con inhibidor (PPP) y control, se evalúo la proporción de pIGF1-R vs el 
contenido de proteínas totales, que indican la activación de la vía de transducción de señales, 
durante los distintos tratamientos al finalizar el período experimental, encontrando que esta 
proporción es mayor en la condición control (alimentados constantemente) (Figura 14), en 
comparación a las otras condiciones. Los mejillones sometidos a tres semanas de restricción 
nutricional y tratamiento con inhibidor disminuyen significativamente la proporción pIGF1-
R/proteínas totales. 
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Figura 14. Contenido de proteína fosforilada del receptor de factores de crecimiento tipo 
insulina 1 en el manto de mejillones durante restricción nutricional y tratamiento con 
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inhibidor del receptor del factor de crecimiento tipo insulina 1 durante tres semanas.  A) 
Panel superior: Western blot; Panel inferior: Normalización azul coomasie. B) Cuantificación 
de la proporción pIGF1-R/Cb mediante densitometría. Los resultados se expresan como el 
promedio ± SEM (n = 5) con una significancia de p <0,05 (*). Abreviaciones Cb (Azul de 
coomasie), PPP (Picropodofilina), pIGF1-R (Receptor de factores de crecimiento tipo insulina 
1). 
 
 
 
6.6 Contenido de mRNA de genes relacionados con procesos anabólicos en el manto de 
mejillones. 
 
Con el objetivo de analizar globalmente el comportamiento de la vía de señalización, 
se evaluó la evolución de los contenidos de mRNA de ilp, ilp-r, pi3k y akt en función de la 
expresión de alfa tubulina. Los resultados indican que estas moléculas disminuyeron 
significativamente con respecto al control en las condiciones de restricción nutricional y 
tratamiento con inhibidor en el manto de los mejillones (Figura 15). Los niveles de mRNA de 
péptidos tipo insulina (ilp) disminuyeron significativamente 312 veces en el grupo tratado con 
inhibidor (PPP) y 192 veces en la condición de restricción nutricional, esto con respecto al 
nivel basal que es la condición control. (Figura 15). Los niveles de mRNA para el receptor de 
péptidos tipo insulina (ilp-r), disminuyeron significativamente 2,4 veces en la condición 
tratada con inhibidor y 2,6 veces con respecto a los niveles basales en la condición de 
restricción nutricional.  
 
Por otra parte, los niveles de mRNA de pi3k disminuyeron significativamente 1,8 
veces en el manto de ejemplares tratados con inhibidor y 2,3 veces durante restricción 
nutricional con respecto al nivel basal que es la condición control. Los niveles de mRNA de 
akt presentaron una disminución significativa de 4,2 veces en el grupo tratado con inhibidor 
con respecto al control y 5,8 veces con respecto al control en el grupo sometido a restricción 
nutricional. 
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Figura 15. Niveles de mRNA de los componentes del sistema tipo insulina en el manto de 
M. chilensis, durante la restricción nutricional y el tratamiento con inhibidor de 
receptor de factor de crecimiento de insulina transcurridas tres semanas. A) Niveles de 
mRNA de ilp en el manto del mejillón chileno. B) Niveles de mRNA de ilp-r en el manto del 
mejillón chileno. C) Niveles de mRNA de pi3k en el manto del mejillón chileno. D) Niveles 
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de mRNA de akt en el manto del mejillón chileno. Los resultados se expresan como el 
promedio ± SEM (n = 5) con una significancia de p <0,05 (*). 
 
 
 
 
 
 
6.7 Efecto de la restricción nutricional sobre los niveles de mRNA de genes relacionados 
con procesos catabólicos y sobre la degradación de proteínas mediante ubiquitinación en 
el mejillón chileno. 
 
- Contenido de proteínas ubiquitinadas en mejillones sometidos a restricción   
nutricional y tratamiento con PPP. 
 
Utilizando un marcador clásico que estaría dando cuenta procesos relacionados con la 
degradación de proteínas, se evaluó la proporción de ubiquitina conjugada (Ubc) a proteínas 
vs contenido de ubiquitina libre (Ub), en el manto de mejillones sometidos a las diferentes 
condiciones experimentales durante tres semanas. Se observó que esta proporción es menor 
en la condición control (alimentados constantemente) (Figura 16), en comparación a las 
condiciones de restricción nutricional y tratamiento con inhibidor PPP. Los mejillones 
sometidos a tres semanas de tratamiento con PPP aumentaron significativamente la 
proporción entre Ubc/Ub. Por otra parte, los mejillones sometidos a restricción nutricional 
mostraron tendencia al aumento de la proporción entre Ubc/Ub sin ser significativo.  
 
6.8 Niveles de mRNA de genes relacionados con procesos catabólicos en el manto de 
mejillones. 
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Los niveles de mRNA de foxg1, fbxo25 y trim no arrojaron diferencias significativas 
entre las condiciones de restricción nutricional y tratamiento con inhibidor con respecto al 
control en el manto de mejillones chilenos. (Figura 17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Contenido de proteína ubiquitinadas en el manto de mejillones durante 
restricción nutricional y tratamiento con inhibidor del receptor del factor de 
crecimiento tipo insulina durante 3 semanas. A) Panel superior: contenido de proteínas 
ubiquitinadas (Ubc); Panel inferior: contenido de ubiquitina libre (Ub). B) Cuantificación de 
la proporción Ubc/Ub mediante densitometría Los resultados se expresan como el promedio ± 
SEM (n = 5) con una significancia de p <0,05 (*).  
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Figura 17. Niveles de mRNA de moléculas asociadas a procesos catabólicos en el manto 
durante la restricción nutricional y el tratamiento con inhibidor de receptor de factor de 
crecimiento de insulina durante tres semanas. A) Niveles de mRNA de foxg1 en el manto 
del mejillón chileno. B) Niveles de mRNA de trim en el manto del mejillón chileno. C) 
Niveles de mRNA de fbxo25 en el manto del mejillón chileno Los resultados se expresan 
como el promedio ± SEM (n = 5). 
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7. Discusión 
 
Este trabajo representa la primera caracterización de los componentes que integran la 
vía de crecimiento mediada por péptidos tipo insulina en M. chilensis, además de sus perfiles 
de expresión bajo diferentes condiciones experimentales. 
 
- Caracterización de ILP 
Se caracterizó parcialmente la secuencia de péptidos tipo insulina en M. chilensis (ilp). 
La secuencia deducida de aminoácidos presento una baja similitud de secuencias con la 
insulina de vertebrados y algo mayor con péptido tipo de insulina en invertebrados, como los 
MIPs (molluscan insulin peptides). Sin embargos los residuos importantes para la formación 
de la estructura básica de la insulina son altamente conservados. En péptido tipo insulina ya 
caracterizados, tanto en vertebrados como invertebrados, se ha observado que estos conservan 
residuos de cisteína, que son los encargados de la formación de puentes disulfuros entre las 
cadenas A / B y que además son importante en la estructura terciaria del péptido (Hamano, 
2005), en mejillón chileno estos residuos de cisteína se encuentran en la posición típica para 
péptidos pertenecientes a la superfamilia de la insulina. Se sabe en vertebrados que la insulina 
está conformada por tres cadenas A, B y C, la cual se conoce como proinsulina, una vez 
escindida la cadena C unión entre A y B, se considera insulina que es biológicamente activa y 
es capaz de ejercer su acción a través de la unión ligando receptor (Smith, 1988), en este caso 
la secuencia que fue caracterizada de péptidos tipo insulina en el mejillón chileno, se pueden 
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reconocer residuos de aminoácidos propios de la cadena A y B, los cuales presenta sitios 
conservados y con mayor homología con secuencias ya caracterizadas en bivalvos (York, 
2012).  
El árbol filogenético agrupa las secuencias aminoacidicas de la ILP en 2 clados. En 
ellos, el mejillón chileno es agrupado con otras especies del orden de los pteriomorfos, 
mamíferos e invertebrados (Drosophila melanogaster). En el segundo clado de forma 
independiente se encuentra pez cebra (Danio rerio). 
 
 
-  Caracterización de ILP-R. 
Los receptores con actividad tirosina quinasa han sido ampliamente estudiados y 
caracterizados tanto en vertebrados (Hernández, 2008) como en invertebrados, incluyendo 
organismos marinos como los bivalvos (Shi, 2013), estudios indican que en vertebrados se 
expresan tres paralogos de la familia de receptores de insulina IR (Insulin receptor), IGF-
1(Insulin growth factor 1) e IRR (Insulin receptor-related), sin embargo en invertebrados 
generalmente se encuentra solo un ortólogo (De Meyts, 2004), el que ha sido descrito en 
organismos como P. fucata, C.gigas, L. stagnalis, entre otros invertebrados, en los que se ha 
demostrado que contienen un gen que codifica para IRR (Gricourt et al., 2006; Lardans et 
al., 2001; Roovers et al., 1995). La secuencia parcial caracterizada del receptor (ilp-r) mostro 
similitud con la secuencia de la subunidad beta del dominio tirosina quinasa que ya ha sido 
informado en otros invertebrados (Lardans et al., 2001; Pertseva & Shpakov, 2002; 
Gricourt et al., 2003; Shi et al., 2013). El receptor caracterizado conserva dos sitios 
catalíticos que ya han sido ampliamente identificados en otros invertebrados marinos y que 
corresponden a la región tirosina quinasa en la subunidad beta del receptor (DLAARN y 
PVRWMAPE) (Roovers et al., 1995; Konrad et al., 2003) (Figura A4, A5). Además, este 
receptor conserva el sitio de autofosforilacion (DVYETDYYR) (Figura A4, A5), el que ya se 
ha descrito como un motivo conservado entre receptores tirosina quinasa de clase II 
(Ottensmeyer et al., 2000; Roovers et al., 1995).  
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El análisis de distancia genética mostró dos clados, un subclado asociado con 
mamíferos (M. musculus y H. sapiens) y un cipriniforme (pez cebra) y con dos de secuencias 
de moluscos homólogas que agrupa a los pterioformos (P. fucata y T. granosa), los que están 
más cercanos genéticamente.  
 
- Caracterización de PI3K 
 Las fosfatidilinositol 3-quinasas (PI3Ks) son quinasas lipídicas que fosforilan 4,5-
bisfonato (PI (4,5) P2 o PIP2) en la posición 3 del anillo de inositol, generando así 
fosfatidilinositol 3, 4,5-trisfosfato (PIP3), que, a su vez, inicia una amplia gama de eventos de 
señalización. PI3Ks se pueden agrupar en tres clases basadas en su organización del dominio. 
Las PI3Ks de clase I son heterodímeros que consisten en una subunidad catalítica p110 y una 
subunidad reguladora del tipo p85. Comúnmente en las subunidades catalíticas hay un 
dominio de unión a adaptador N-terminal (ABD) que se une a p85, un dominio de unión a 
Ras (RBD), un dominio putativo de unión a membrana (C2), un dominio helicoidal de 
función desconocida y un dominio quinasa. Las PI3Ks de clase II carecen del dominio ABD y 
se distinguen por un dominio C2 carboxilo terminal. Las enzimas de clase III carecen de los 
dominios ABD y RBD (Miled et al., 2016; fruman, 2010). 
 
En este trabajo fue posible obtener la secuencia de pi3k en mejillón chileno, la cual 
corresponde a la subunidad catalítica (p110) de la clase I, isoforma alfa, compartiendo 
dominios estructurales característicos de este tipo de péptidos en humanos encontrados en 
UniProt (P42336), lo que es consistente con lo observado en mamíferos y moluscos donde 
estas moléculas comparten una identidad del 53% y un 65% respectivamente (Aragoneses et 
al, 2016; Zhang et al, 2012). 
 
El árbol filogenético agrupa las secuencias aminoacídicas de la PI3K en 2 clados. 
Donde el del mejillón chileno es agrupado con otras especies del orden de los pteriomorfos en 
un subclado, mientras que en otro subclado fueron agrupados los mamíferos y peces. En el 
segundo clado y de forma independiente se encuentra Drosophila melanogaster. 
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- Caracterización de AKT. 
La proteína quinasa B (PKB / AKT) es un regulador clave del crecimiento celular, la 
proliferación y el metabolismo. Es una serina (Ser) / treonina (Thr) quinasa altamente 
conservada, que posee una organización típica de sus dominios estructurales (Milburn et al., 
2003). De forma similar a las proteínas AKT conocidas, la serina/treonina quinasa en mejillón 
chileno contiene al menos dos dominios funcionales conservados: un dominio amino-terminal 
de homología de pleckstrina (PH) que permite el reclutamiento de AKT desde el citosol a la 
membrana plasmática, además esta proteína posee un dominio catalítico central y carece del 
dominio regulador carboxilo terminal. Otras características importantes de la familia AKT, 
posee una Treonina conservada ubicada en la posición 291 (Thr291) de la secuencia en 
humanos, ubicada en una región que conoce como asa de activación en el dominio quinasa y 
que en mejillón chileno esta ha sido sustituida por una alanina, sin embargo, esta sustitución 
ya fue descrita en una secuencia completamente caracterizada en otro molusco bivalvo C. 
hongkongensis (Wang et al., 2015). De forma similar que, en humano, en mejillón chileno la 
Thr308 se encuentra en el correspondiente dominio, esta se destaca ya que se ha observado 
que cuando esta no se encuentra fosforilada, puede inhibir la actividad quinasa de la proteína 
(Riehle & Brown, 2003; Andjelković et al., 1999). Por lo que para su activación es 
necesario que AKT sea fosforilado en Thr308 por la isoenzima 1 de la piruvato 
deshidrogenasa quinasa (PDK1) y la Ser473 por el objetivo de Rapamicina complejo 2 
(TORC2) (Davies, 2011). 
 
Los análisis filogenéticos indicaron que las secuencias aminoacidicas de AKT se 
agrupa en dos clados, en un subclado agrupa al mejillón chileno junto a dos moluscos 
bivalvos (C. hongkongensis y H. diversicolor) y otro subclado a D. melanogaster, de manera 
independiente se agrupa a mamíferos y peces. Estos hallazgos sugieren fuertemente que AKT 
tiene una secuencia de aminoácidos altamente conservada, sugiriendo una función conservada 
durante la evolución. 
 
- Caracterización de FOXG1. 
  
55 
 
Las proteínas de la familia forhead box (FOXG1) son factores de transcripción 
multifacéticos que son responsables de regular la expresión de una amplia gama de genes 
durante el desarrollo. Esta función se inscribe en su capacidad de integrar una gran cantidad 
de señales celulares y ambientales. Existen una gran cantidad miembros de las subfamilias 
como FOXA, FOXC, FOXM, FOXP y FOXG (Lam et al, 2013). Estos factores de 
transcripción están estrechamente relacionados con la regulación de la expresión de genes 
involucrados en diferentes procesos biológicos como la apoptosis, control del ciclo celular, 
metabolismo de la glucosa, entre otros, (Daitoku & Fukamizu 2007).  
 
 Actualmente, hay una escasa cantidad de secuencias de miembros de la familia 
forkhead en moluscos disponibles en las bases de datos (NCBI), por lo que existe un grado de 
complejidad en la identificación y caracterización de nuevas secuencias. Pese a esto, en este 
trabajo fue posible obtener la secuencia parcial de cDNA de un miembro de la familia 
forkhead box en mejillón chileno, el que podría estar implicado en la regulación del 
crecimiento de estos organismos.  
 
 Las secuencias de aminoacidica de FOXG1 basados en el análisis filogenético, 
muestran un patrón consistente con la filogenia de los moluscos. El árbol filogenético agrupa 
a las secuencias aminoacídicas en 2 clados. Donde FOXG1 del mejillón chileno es agrupado 
en subclado con otras especies del orden de los pteriomorfos, mientras que en otro subclado 
fueron agrupados mamíferos y pez cebra de forma independiente.  
 
- Caracterización de E3 ubiquina ligasa TRIM 63. 
 La familia TRIM se componen de un multidominio E3 ubquitina ligasa, 
caracterizada por la presencia de un motivo tripartido N-terminal compuesto por los motivos 
RING, B-boxes y coiled coil, seguidos por dominios en el extremo C-terminal que son 
utilizadas para clasificar a las diferentes clases de proteínas TRIM (Marín, 2012). Estos son 
siempre dispuestos en el mismo orden desde el amino hasta el extremo carboxilo, sugiriendo 
una función modular de los dominios (Napolitano & Meroni, 2012), Dentro de la estructura 
RING, conserva residuos de cisteínas (Cys) e histidina (His) los que coinciden para mantener 
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la el motivo cruz-reforzada (cross-brace) mediante la coordinación de dos átomos de zinc 
(Freemont, 2000), consistente con lo observado mejillón chileno (Figura A17). Este motivo 
desempeña un papel fundamental en la familia TRIM, ya que es el encargado de la 
ubiquitinacion mediante la unión a enzimas de conjugación de ubiquitinas E2, promoviendo 
de esta forma la transferencia de ubiquitina al sustrato (Joazeiro & Weissman, 2000). Los 
motivos B-box están estructuralmente relacionados con el motivo RING y presentes 
exclusivamente en los miembros de la familia TRIM, sin embargo, su función aún no está 
clara (Tao et al, 2008). 
 
 Las secuencias de TRIM basados en el análisis filogenético, muestran un patrón 
consistente con la filogenia de los moluscos. El árbol filogenético agrupa a las secuencias 
aminoacídicas en 2 clados. Donde TRIM del mejillón chileno es agrupado en subclado con 
otras especies del orden de los pteriomorfos, mientras que en otro subclado fueron agrupados 
mamíferos y en el segundo pez cebra de forma independiente.  
 
- Caracterización de f-box only protein 25. 
 
En este caso los análisis de la secuencia realizados en mejillón chileno no incluyen 
dominios estructurales reconocidos, debido a la escasa información existente en relación con 
las secuencias caracterizadas en organismos bivalvos, sin embargo, se ha descrito que las F-
box se pueden subdividir en familias las que contienen residuos de triptófano (W), aspartato 
(D) (Familia FBW) y leucinas repetidas (Familia FBL), ambas familias reconocen sustratos 
fosforilados (Mizushima et al, 2004). La familia de proteínas F-box perteneciente a la familia 
FBX carecen de unión específica completa a dominios o contienen varios otros dominios de 
interacción de proteínas como interacción con carbohidratos, dedo de zinc, entre otros. 
FBXO25 carecen de dominios específicos de reconocimiento de proteínas (Cleveland & 
Evenhuis, 2010), consistente con lo observado en la secuencia aminocídica en mejillón 
chileno (Figura 20), por lo tanto, es posible proponer que estas secuencias caracterizadas 
pertenecen a la familia FBX de las proteínas F-box (Jin et al., 2004). 
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 La filogenia proteica de FBXO25, muestran un patrón consistente con la filogenia de 
los moluscos. El árbol filogenético agrupa la secuencia aminoacídicas en 2 clados. Donde 
FBXO25 del mejillón chileno es agrupado en clado con otras especies del orden de los 
pteriomorfos, mientras que en el segundo clado se agrupa a los mamíferos y peces.  
 
En general la filogenia del mejillón chileno agrupa a estos moluscos y otros lejos de 
grupos, como mamíferos y peces, sin embargo, aun así, siguen cumpliendo las funciones que 
ya han sido descritas, por lo que se presume que, si bien estos organismos están alejados 
evolutivamente, el mecanismo general que gobierna procesos como el crecimiento es 
conservado durante la evolución. 
 
 
- Fosforilación del receptor de péptidos tipo insulina en las diferentes condiciones. 
Muchas especies marinas experimentan naturalmente períodos prolongados de 
condiciones nutricionales anabólicas y catabólicas, dependiendo de la variación aleatoria o 
estacional en la abundancia de alimento (Pottinger et al., 2003; Wood et al., 2005; Rescan et 
al., 2007; Seiliez et al, 2008; Fuentes et al, 2011). En teleósteos se han realizado ensayos de 
estrés nutricional utilizando como estrategia la privación de alimento y realimentación, 
describiéndose que IGF-1 es capaz de modular las vías de señalización MAPK/ERK y 
PI3K/AKT con dependencia a su estado nutricional. De esta manera, los peces con bajos 
niveles de IGF-I (inanición) muestran una menor activación de ambos vías y parámetros de 
crecimiento menores y viceversa. Se sugiere que los bajos niveles plasmáticos de IGF-I 
pueden causar la inactivación del MAPK / ERK y el PI3K / AKT durante el período de 
ayuno. De esta forma, la inactivación de estas vías podría inducir una disminución del 
crecimiento en el musculo esquelético en lenguado fino (Fuentes et al, 2011). Otros efectos 
se han observado por ejemplo en trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), donde peces 
sometidos a privación de alimentos, muestra un patrón de cambio en la fosforilación de AKT 
durante el ayuno, reestableciéndose rápidamente la fosforilación de la proteína durante los 
periodos de realimentación (Seiliez et al, 2008).  
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El crecimiento rápido y eficiente de los animales en cultivo es fundamental para el 
éxito de la mayoría de las industrias acuícolas. Por ejemplo, el cultivo comercial de abalones 
(moluscos gasterópodos) los que son altamente valorados en el mercado nacional e 
internacional, ha sido obstaculizado por sus lentas tasas de crecimiento en vida silvestre 
(York et al., 2012). En este sentido como se mencionó anteriormente se ha descrito que la 
alimentación juega un rol fundamental, ya que, en respuesta a niveles elevados de nutrientes 
la insulina es liberada. La insulina se une a su receptor ubicado en la membrana de la célula, 
activándolo, desencadenando múltiples vías de señalización que median sus acciones 
biológicas, generando efectos sobre la reproducción y el crecimiento (Pertseva & Shpakov 
2002). En el manto de M. chilensis se observó que la actividad del receptor disminuye 
significativamente en la condición de restricción nutricional, tal como ocurre al bloquear el 
receptor con el inhibidor especifico, esto se deduce al detectar un menor contenido de 
proteínas fosforiladas en estas condiciones. En invertebrados marinos tales como C. gigas 
(Gricourt et al., 2006, Jouaux et al., 2012), Haliotis tuberculata (Lebel et al., 1996), C. 
angulata (Qin et al., 2012), se ha demostrado que la activación del receptor tiene efectos 
sobre el crecimiento y reproducción, incluso en la síntesis de proteínas. 
 
- Contenido de mRNA de genes relacionados con procesos anabólicos en el manto de 
mejillones. 
 
En mamíferos y peces se ha descrito ampliamente que la alimentación juega un rol 
fundamental en el control de los niveles de mRNA de péptidos tipo insulina (IGF-1, IGF-2, 
EGF, entre otros) (Montserrat et al., 2007; Fuentes et al., 2011; Fuentes et al., 2012). Por 
ejemplo, trabajos realizados en trucha arcoíris sometidas a privación alimentaria, han revelado 
que la expresión de IGF-1 en el músculo sufre una caída abrupta luego de una semana de 
privación de alimento la que se mantiene hasta las 4 semanas. Interesantemente cuando los 
peces son realimentados, el músculo restaura la expresión de IGF-1 a niveles similares al 
control, incluso en el grupo sometido a privación durante 4 semanas (Montserrat et al., 
2007).  
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 Los niveles de mRNA de ilp, ilp-r, pi3k, akt, decaen abruptamente durante la 
condición de restricción nutricional, tal como ocurre al utilizar el inhibidor específico para 
receptores IGF-1 en mejillón chileno, esto se explica debido a un control transcripcional, 
mediado por factores de transcripción como PDX-1, E47/beta2 y MafA, que se han observado 
en mamíferos, modulando la transcripción de insulina en respuesta al aumento o disminución 
de glucosa (Docherty et al., 2005). El control sobre la transcripción de insulina implica la 
generación de señales mediante el metabolismo de la glucosa, se ha observado que éste es 
capaz de activar las quinasas rio abajo que modulan diversos factores de transcripción 
implicados en la expresión del gen de la insulina. La fosfatidilinositol 3-quinasa y la proteína 
quinasa 2 activada por estrés (SAPK2 / P38), son capaces de inducir el desplazamiento del 
factor de transcripción PDX-1 desde el citoplasma al núcleo, donde se une y activa el 
promotor del gen de la insulina (Ren et al, 2007). Las concentraciones de glucosa estimulan 
también la activación de otros factores de transcripción tales como E47, Beta2 y MafA, que 
también actúan uniéndose a las regiones promotoras del gen de la insulina en respuesta a altos 
niveles de glucosa (Hartley et al., 2009). En el caso de M. chilensis, se postula que estos 
factores de transcripción podrían estar modulando la expresión del gen de insulina de forma 
negativa, en respuesta a los bajos niveles de glucosa en la condición de restricción nutricional 
y la incapacidad de generar el desplazamiento del factor de transcripción PDX-1 (mediada por 
quinasa como PI3K) desde el citoplasma al núcleo, al estar bloqueado y con menor actividad 
el receptor.  
 
 Además, la vía de señalización mediada por acción de la insulina es muy conservada 
durante la evolución, desde invertebrados hasta mamíferos, la cual evolucionó para permitir 
una respuesta rápida a los cambios en la disponibilidad de nutrientes. Se ha demostrado tanto 
en invertebrados como en mamíferos que el receptor de insulina (InR) reprime su propia 
síntesis mediante un mecanismo de retroalimentación dirigido por el factor de transcripción 
FOXO, el cual es responsable de activar la transcripción de InR, modulado por las 
condiciones nutricionales (Puig & Tjian, 2005). 
  
Luego de que el molusco se alimenta ocurre un incremento de los niveles de mRNA 
de ilp, los que están participando en procesos tales como metabolismo de glucosa y 
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crecimiento (Floyd et al., 1999; Hamano et al., 2005). Aquí observamos variables niveles de 
transcrito dependiente del estatus nutricional, tanto del receptor como de ilps en mejillón 
chileno, similar a lo observados en el manto y gónadas de M. donacium (Alarcón et al., 
2015). Además, se ha descrito en C. gigas una sobreexpresión de IR en el tejido en el manto, 
donde sugieren que la función del receptor está estrechamente relacionada con el crecimiento 
y la formación de la concha (Gricourt et al., 2003). Esto evidencia en M. chilensis una 
función endocrina putativa de receptor gatillada por ILPs en respuesta a la ingesta de alimento 
y la activación vía de señalización ILP/PI3K/AKT.  
 
Por su parte existe evidencia que la expresión de pi3k es modulada en vertebrados por 
diversos factores, entre los que destaca la estimulación de ligandos con receptores nucleares o 
por acción de la insulina (Andreelli et al., 1999). Se ha visto que en vertebrados la subunidad 
catalítica de la PI3K (p110), es codificada por PIK3CA, estudio de caracterización de la 
región promotora de PIK3CA indican que la expresión de esta subunidad es controlada 
negativamente por p53 y positivamente por el factor nuclear-kappa B (NF-kB) y forkhead box 
O3a (FOXO3a). Este último controla directamente la expresión de p110, mediante la unión a 
elementos de respuesta ubicados en la región 5’ rio arriba del exón 1b (Hui et al., 2008). Sin 
embargo, debido a que el eje de señalización PI3K-AKT, tiene la capacidad de inhibir la 
actividad de FOXO3a mediante su secuestro citoplasmático, por lo que p110a tiene el 
potencial de regular negativamente su propia expresión (Kok et al., 2009). 
 
La expresión de akt podría estar regulada por la hormona del crecimiento (GH), esta 
ha sido durante mucho tiempo conocida por su papel en la regulación del crecimiento y el 
metabolismo, por lo que es encargada de regular la transcripción de genes específicos 
requeridos para estos procesos. Tras la unión de GH con su receptor, esta es capaz de reclutar 
y activar el receptor JAK2 (Herrington et al., 2000). Las proteínas tirosina quinasas Janus 
(JAKs) regulan múltiples vías de señalización que rigen la proliferación celular, la 
diferenciación y la apoptosis (Pellegrini & Dusanter 1997). Las quinasas JAK regulan a 
transductores de señales y activadores de la transcripción como STAT (Blaskovich & Sun, 
2005). Una vez STAT es fosforilada por la tirosina JAKs, dimerizan y translocan al núcleo. 
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Se ha observado que al encontrarse STAT activa es capaz de aumentar la expresión de akt 
(Zhang et al., 2012). 
 
 
- Contenido de proteínas ubiquitinadas en las diferentes condiciones. 
Las ubiquitina-ligasas son una familia de enzimas clave responsables de transferir una 
molécula de ubiquitina activada a una proteína blanco, marcándola para que posteriormente la 
proteína sea degrada por el proteosoma (Pickart, 2001). Dependiente del estado nutricional, 
se ha observado que en peces hay una asociación entre los procesos catabólicos-atróficos en 
el músculo esquelético y la activación de diferentes vías de señalización, entre estas la 
proteína quinasa B (AKT) / FOXG1 (Glass, 2005). Se ha observado que, durante el ayuno, las 
proteínas ubiquitinadas aumentan de forma constante y significativamente hasta el final del 
ayuno, con niveles incluso tres veces superiores respecto al estado basal (Fuentes et al., 
2012). Estos resultados concuerdan con lo observado en el manto del mejillón chileno, ya que 
a la tercera semana se observó que el contenido de proteínas conjugada con ubiquitina es 
significativamente mayor en la condición de restricción nutricional y en la condición tratada 
con inhibidor (respecto a la condición control). Esto nos sugiere fuertemente que la 
restricción nutricional en este organismo está activando la vía de señalización asociada a la 
degradación de proteínas y por ende procesos catabólicos. Por otra parte, se ha demostrado 
previamente que los ILPs (Insulina, IGFs, entre otros) son capaces de activar la vía 
PI3K/AKT, la cual estaría contribuyendo al crecimiento somático en ciertas especies (Fuente 
et al., 2011). En este contexto, se sugiere que los bajos niveles de transcritos de ILP/AKT e 
inactividad del receptor durante la restricción nutricional, podrían ser (en el manto del 
mejillón) responsables del aumento en la cantidad de proteínas ubiquitinadas, considerando 
que AKT y la degradación de proteínas están relacionadas inversamente.  
 
- Niveles de mRNA de genes relacionados con procesos catabólicos en el manto de 
mejillones. 
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Es sabido que la activación de la vía PI3K/AKT/FOX induce el crecimiento celular, 
mientras que su inhibición reduce la supervivencia celular (Cohen et al., 2014). La vía 
PI3K/AKT, además de participar activamente en la síntesis de proteínas, juega un papel 
importante en la inhibición de la degradación de proteínas por medio de la inactivación de los 
factores de transcripción Fox, los cuales regulan la expresión de E3 ubiquitina ligasas 
MuRF1(Tripartite motif-containing protein 54) y MAFbx (F-box only protein 32)(Stitt., 
2004), generando un aumento en la capacidad de degradación de proteínas a través del 
proteasoma, dependiente de un aumento de la expresión estas ubiquitinas ligasas (Castillo et 
al., 2004), tanto en mamíferos como peces se ha observado que participan activamente en 
procesos relacionados con la degradación de proteínas en diferentes modelos de estudio 
(Glass et al., 2005; Fuentes et al., 2011; Milán et al., 2015). En M. chilensis no se observó 
diferencias significativas en los niveles de mRNA del factor de transcripción, ni de las E3 
ubiquitinas ligasa identificadas, por lo que se postula que estas podrían estar participando en 
procesos diferentes a la degradación de proteínas. 
 
Como en otros invertebrados, y debido a la doble función nerviosa y hormonal de los 
ganglios en moluscos, se considera apropiado denominar al sistema nervioso de los bivalvos 
como un sistema neuroendocrino. Esta doble función se debe a la inexistencia de órganos 
nerviosos y endocrinos independientes, y derivados evolutivamente como glándulas 
endocrinas y cerebro, inexistentes en estos organismos (Cargnin & Sarasquete, 2008). En 
este contexto se ha identificado en mejillón chileno, un miembro de la familia forkhead, en 
este caso FOXG1, este factor de transcripción en mamíferos se ha visto involucrado en 
procesos como la regulación de la neurogénesis. Existe una relación entre el factor de 
transcripción FOXG1 e IGF-1 en mamíferos, ya que se ha observado en células neuronales 
que al ser tratadas con IGF-1, este factor de crecimiento es capaz de promover la 
supervivencia neuronal mediante la activación de AKT, previniendo la apoptosis asociado 
bajos niveles de expresión foxg1. Por otra parte, la sobreexpresión de foxg1 bloquea la 
capacidad de IGF-1 para mantener la supervivencia neuronal, sugiriendo que FOXG1 es un 
mediador rio abajo de la señalización IGF-1 / AKT (Dastidar et al., 2011). Este además ha 
sido encontrado mediante análisis transcriptomicos en moluscos (como P. fucata) sugiriendo 
estar relacionado FOXG1 con en la metamorfosis larval de este tipo de organismos (Li et al., 
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2016). Sin embargo, en M. chilensis al no observar diferencias significativas, no se pudo 
determinar si este factor de transcripción estaría participando en algún proceso relacionado 
con la degradación de proteínas, como FOXO otro miembro de la familia forkhead box, ya 
mencionados. 
 
Por su parte las E3 ubiquitinas ligasa caracterizadas en mejillón chileno, no 
presentaron diferencias de niveles de mRNA significativas entre las diferentes condiciones, 
esto se puede deber a que estas ubiquitinas ligasas poseen mayor similitud con secuencias en 
otros organismos como mamíferos que estarían cumpliendo una función diferente. Por 
ejemplo, TRIM en mejillón chileno, la que posee mayor similitud a TRIM56 (análisis 
realizados mediante blast) molécula que desempeña un papel fundamental en la inmunidad 
innata antiviral, en respuesta al DNA bicatenario derivado de patógenos. Esta interactúa con 
STING (Stimulator of interferon genes) ubiquitinandola en la lisina 63 (Tsuchida., 2010).  
 
En el caso de FBXO encontrada en mejillón chileno, esta posee mayor identidad con 
FBXO25, la cual en mamíferos es una proteína F-box análogo a la atrogina-1 (FBXO32) que 
no estaría participando en la atrofia muscular. Estudios indican que existe una relación 
funcional entre la FBXO32 y FBXO25, las que comparten en ratones al menos un 65% de 
identidad de aminoácidos (Cenciarelli et al., 1999). Se ha visto que FBXO25 está altamente 
expresado en el cerebro, los riñones y el intestino, mientras que la expresión de la atrogina-1 
se limita en gran medida al músculo. FBXO25 contiene un dominio F-box funcional que se 
une a Skp1 (Suppressor of kinetochore protein 1) y por lo tanto a Cul1 (Cullin-1), los 
principales componentes de SCF-tipo E3s; El complejo SCF (Skp, Cullin, F-box containing 
complex), es un complejo que cataliza la ubiquitinacion de proteínas destinadas a la 
degradación proteosomal (Maragno et al., 2016). Sin embargo, en el mejillón chileno, no se 
encontraron indicios de que esta podría estar participando activamente en la degradación de 
proteínas. 
 
8. Conclusiones. 
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 Se aisló y caracterizó las secuencias de cDNA de ilp, ilp-r, pi3k, akt, foxg1, 
trim56, fbxo25 en el mejillón chileno. Las secuencias aminoacídicas deducidas 
presentan un grado de identidad con las secuencias ortólogas de otras especies 
como mamíferos y peces, presentando dominios y motivos clásicos que identifican 
a cada proteína. 
 
 Los genes encontrados y caracterizados podrían ser puntos candidatos de enfoque 
para mejorar las tasas de crecimiento de M. chilensis en la acuicultura, 
utilizándolos como marcadores para la crianza selectiva de los ejemplares. 
 
 Los genes relacionados con procesos anabólicos ilp, ilp-r, pi3k, akt presentaron 
una disminución de sus niveles de mRNA en la tercera semana de restricción 
nutricional y de tratamiento con el inhibidor de factores de crecimiento tipo 
insulina 1. Así también los cambios en la activación del receptor, donde en la 
tercera semana durante los tratamientos de restricción nutrición y tratamiento con 
inhibidor, la actividad del receptor decae drásticamente. Esto se relaciona 
directamente con la pérdida de peso observada durante los tratamientos utilizados 
en esta investigación. 
 
 Los genes relacionados con procesos catabólicos: foxg1, trim y fbxo25, no 
presentaron diferencias significativas en sus niveles de mRNA a la tercera semana 
de restricción nutricional o tratamiento con inhibidor. No obstante, la cantidad de 
proteína ubiquitinadas durante los tratamientos (en la tercera semana), nos sugiere 
que procesos catabólicos comienzan a la tercera semana durante la privación de 
alimentos, correlacionándose con la pérdida de peso observada. 
 
 
 Los resultados obtenidos validan la hipótesis, la cual señala que la vía de 
señalización activada por péptidos tipo insulina, es regulada negativamente en una 
condición de restricción nutricional en M. chilensis. Esto se corroboró 
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empíricamente al ver cambios diferenciales en la expresión de moléculas 
relacionadas con procesos anabólicos, menor actividad del receptor y mayor 
contenido de proteínas conjugadas con ubiquitina durante la restricción 
nutricional. 
 
9. Perspectivas y significancias. 
 
 Los resultados obtenidos muestran por primera vez la regulación a nivel proteico y 
transcripcional de los componentes de la vía de señalización iniciada por péptidos tipo 
insulina en el manto de M. chilensis, al mismo tiempo de integrar estos resultados en el marco 
de la regulación del crecimiento en este grupo de invertebrados. De esta manera la presente 
tesis aporta conocimiento sobre la relación entre el estado nutricional y el crecimiento 
somático en bivalvos, dando cuenta de manera más detallada sobre las moléculas 
involucradas en estos procesos. Estos resultados también permiten expandir el repertorio de 
moléculas responsables del crecimiento en el mejillón chileno, así poder comprender de mejor 
manera factores que inciden en las tasas de crecimiento. 
 
 Estos resultados sientan las bases moleculares sobre la relación entre privación de 
alimentos y el crecimiento en moluscos bivalvos. El uso de este tipo experimentos 
funcionales relacionado a la restricción de alimentos podría ayudar a comprender de mejor 
manera la relación entre estos dos procesos biológicos. Este conocimiento podría aplicarse a 
través de la generación de marcadores moleculares, de componentes claves involucrados en 
crecimiento, y de esta manera, poder definir protocolos y condiciones de cultivo óptimas, 
tema de alta relevancia en la mitilicultura. 
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11. Anexo. 
 
11.1  Caracterización de las secuencias del receptor y ligando de la vía ILPs. 
 
- Caracterización de ILP 
gacgtaaagtgtcgtagaacctttagaacggcagaaggcgtaagttagggtaaggtaaaatg 
                      M  
cccagatatgcagtttggcttcttgtttttgtttttgtgatatatgctttcatttggcct 
 P  R  Y  A  V  W  L  L  V  F  V  F  V  I  Y  A  F  I  W  P  
gtgcttgctggttttgaaaagtattgtatgtcacagacagaacggtatggcggtcataaa 
 V  L  A  G  F  E  K  Y  C  M  S  Q  T  E  R  Y  G  G  H  K  
gatggaatttgtggagacgaattgtcgcttgtcgttactcttgtgtgtgaaggaaagttt 
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 D  G  I  C  G  D  E  L  S  L  V  V  T  L  V  C  E  G  K  F  
agtctacctaaaaagcgctcagttgaccataaaaattctaatgaagatattttcccaagg 
 S  L  P  K  K  R  S  V  D  H  K  N  S  N  E  D  I  F  P  R  
ttttcaccactacaaggacaaatcctgggtaaaagaaatgcactatcatatcttggaaag 
 F  S  P  L  Q  G  Q  I  L  G  K  R  N  A  L  S  Y  L  G  K  
agtaagagattttatgattatggaagttcgtaccaaggaatagtatgtgagtgttgctac 
 S  K  R  F  Y  D  Y  G  S  S  Y  Q  G  I  V  C  E  C  C  Y  
aatcattgcagtctagatgagctttctcaatactgtctcttcgacaagaaagattcataa 
 N  H  C  S  L  D  E  L  S  Q  Y  C  L  F  D  K  K  D  S  -  
cagcagcagacgacaacatcgaaaatgta 
 
Figura A1. Secuencia nucleotídica parcial y aminoacídica deducida correspondiente al 
ilp-r de M. chilensis. Codones de inicio y término aparecen en negrita y subrayado.  
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Figura A2. Árbol filogenético construido usando las secuencias de aminoacidia de ILP 
de diferentes especies. El árbol fue realizado mediante el método de distancia de Neighbour-
Joining. El número en cada nodo del árbol hace referencia a los valores de re-muestreo 
después de 1000 réplicas. La escala representa distancias filogenéticas en sustituciones de 0,1 
aminoácido por sitio.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Caracterización de ILP-R. 
acctgatagggtaactcgacagaaatcatccagggggaataaaacaaaacaaacaaagaaa 
ataaagaggaataaacgtaatgtatacaaggagatagtggatccaagagaatttgagaag 
tacaaaagaaagcgagagatacttcctgacacaatagtctataatactacggagaccatt 
ggaccagtcaatgtaacagaagatgagaaagaggacattcatccccaggggaccacagaa 
cacactgtgttgagggctgtggtatattccagagagtttatcatatctaatctgggacat 
tttgaagattataacatagaggtaattgcttgtcaggagcgtgaccacagagacccagat 
aaagtcaagtactgcagtagcagggcacttactgttggtcgaactaaaaaatctaaaact 
gctgacaacttgaaatctgacagcattgtggcagaaggccaacaaaataaaacaggaact 
gtgcttattaaatggaaagatcctcttagtccgaatggtccaattattaaatatgtggtg 
cagtacaataaagggggattaggagagactccaatctctctatgtcgtacatatcaggat 
tacaggaaacacaacgggacaataattcctacgttaccaccaggcaattactcctacaga 
gtacaagcatactcactggctggtaatgggtcatggtcagaagttagatggttctacatt 
tcagataagcaagaaacgtcctggtcgagctccactattatagcagtgtctgtaacatca 
gtactgctaataattttattgggtgtaatagtggtatggttaatagctcggagcaggaca 
gataaaataccaatggaatggcatgtatctacagtcaatccagattatatgcaagattat 
  
85 
 
             M  E  W  H  V  S  T  V  N  P  D  Y  M  Q  D  Y  
gatgcttatataccagatgaatgggaagtagaaagagaaaaagtatgtttgttacgagaa 
 D  A  Y  I  P  D  E  W  E  V  E  R  E  K  V  C  L  L  R  E  
ttaggtcaagggtcatttggaatggtatgggaaggacttacaaaggatctggtagaaaat 
 L  G  Q  G  S  F  G  M  V  W  E  G  L  T  K  D  L  V  E  N  
ggaaaggaagcattagtagctgtaaagactgtcaatgaaaaagcagattatcatcaaaga 
 G  K  E  A  L  V  A  V  K  T  V  N  E  K  A  D  Y  H  Q  R  
ggagcattcttaaaagaagcatcaataatgaagggatttaaatgtcatcatgttgtgcag 
 G  A  F  L  K  E  A  S  I  M  K  G  F  K  C  H  H  V  V  Q  
ttgctaggaattgtttcccagagtcagcctgcacttgtcataatggaactaatgactaat 
 L  L  G  I  V  S  Q  S  Q  P  A  L  V  I  M  E  L  M  T  N  
ggtgatctgaaaaattatttacgaatgaggagacctgataatgaggaaggattagtgccg 
 G  D  L  K  N  Y  L  R  M  R  R  P  D  N  E  E  G  L  V  P  
ccagcattacaacagatatggcagatggcgggagaaatagccgacggcatggcatatctg 
 P  A  L  Q  Q  I  W  Q  M  A  G  E  I  A  D  G  M  A  Y  L  
tcagataaaaagtttgtccatcgagatttggcggctagaaattgtatggtagctgaagat 
 S  D  K  K  F  V  H  R  D  L  A  A  R  N  C  M  V  A  E  D  
cttactgtgaaaataggagattttggtatgactcgagatgtatatgagacagattattat 
 L  T  V  K  I  G  D  F  G  M  T  R  D  V  Y  E  T  D  Y  Y  
agaaagggtggtaaaggattactgcctgtaagatggatggcaccggaatcattaaaagat 
 R  K  G  G  K  G  L  L  P  V  R  W  M  A  P  E  S  L  K  D  
ggtgtatttacaagttattctgatgtatggtcctatggtgtagtactctgggaaatggtg 
 G  V  F  T  S  Y  S  D  V  W  S  Y  G  V  V  L  W  E  M  V  
acattagcagaactgccgtatattggattatcccatgaacaggttataaaatatgtaggc 
 T  L  A  E  L  P  Y  I  G  L  S  H  E  Q  V  I  K  Y  V  G  
agtgggaggacaatggaaaagccagaaggctgtcctgacagattaattcagttaatgctt 
 S  G  R  T  M  E  K  P  E  G  C  P  D  R  L  I  Q  L  M  L  
cagtgttggagatttaaagacaaacaaagacctacatttcaaggaataatagaaatttta 
 Q  C  W  R  F  K  D  K  Q  R  P  T  F  Q  G  I  I  E  I  L  
gtgcctgtattggaccgttcatttagggaaaagtcgtatttctttagtgtagaaaatcat 
 V  P  V  L  D  R  S  F  R  E  K  S  Y  F  F  S  V  E  N  H  
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actgaagacaatcacgatgttgattacccagacgaagattatcctgatgatctatgggat 
 T  E  D  N  H  D  V  D  Y  P  D  E  D  Y  P  D  D  L  W  D  
gattcaaataaaccatttatcgccggtgccgagggcgattcgtctcatcacagtcaaagt 
 D  S  N  K  P  F  I  A  G  A  E  G  D  S  S  H  H  S  Q  S  
catcatagcagtcatggttttgaggatcaagatgaacaacttaaatttgttgactataat 
 H  H  S  S  H  G  F  E  D  Q  D  E  Q  L  K  F  V  D  Y  N  
tatcatggtcaatacgggacagaaccgtgtgactgtatcatgttagaggaaaccgaccat 
 Y  H  G  Q  Y  G  T  E  P  C  D  C  I  M  L  E  E  T  D  H  
cggaaccgtaatcatgtggacagcagttatcgtaatagttcgtgctcaaatcccaatagt 
 R  N  R  N  H  V  D  S  S  Y  R  N  S  S  C  S  N  P  N  S  
gcaatagatacaagtgatgggagtaaagacagtagtacgagtaaaagttccaacagtagt 
 A  I  D  T  S  D  G  S  K  D  S  S  T  S  K  S  S  N  S  S  
tatcctatcaatggaatcaatttaaatatagttaatggtcatgtgccggttcacatgcga 
 Y  P  I  N  G  I  N  L  N  I  V  N  G  H  V  P  V  H  M  R  
acaacaccatgctagctattattttgttgtcatttgccaatcaatgtcaaggccatattg 
 T  T  P  C  -   
gacatcagacttatcaaaatggatgccattggtcaatctgttcatgtgatctctacactt 
tgttcaagtgcttctctttttgtatgttctattcttatctagctacgggatatatttttt 
atgtgggatgctgttttagttgctcactcaacagggaaaaaaaggctttttaaaaagaat 
ttgtgattttatctgtacttgataattcttttgagcttttagaggacagcttttaacaaa 
acaactctgttaaataccgtcggatttcacgattttcttctcatcttgtcattcatactt 
atttatgaatggaatagcattctaaacattgtgataaatgttcattgtaacacttcatca 
aatctgttatgtatatagatatatttatatatatacattgtatattttggttcatttctc 
tccctttctcctgataagtgcaagatttcattattcattatttcttaaaagcataaaacc 
atgttaacgattgatgattttaatgtttttaaaaaaagatcttttaatcatgataacatt 
gcaagattttttttttaatagaaaaaggaatagttttaatcaaaagttgtcaaccatcct 
gagttttgccctgaattttatcactttttgaaagttttgtcttgttccattgaaattact 
gcaaaaaagatgtgtgtctctagggtcacacttcaaaaaattaaaaaaagtaattgttta 
ttattttgaatttttttagtgagtccttattttggcaagaatatttcagtttatattatc 
cagataaaaaatgataatttcttgaaatttgatactgtgaataataaaatcctaagcata 
tgactctcttgtttaatgcactggtttaatgattgatttaaaaaataaagaatggttgac 
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gttcaacatacatatattttattctgtcttagtactccttacagaattatgacagttcat 
cagaatattttataacatgacagtcttgcattttatcatcatatgtatagatatattcct 
tctcattttactgctgtgctttgaatgttacgaaaggccaaaaaaacatgaatattcata 
atttatttgttgtgtttctgttggtgaatgtagagaatgacttgttgatttgttaatatc 
tgaatttaccggtggatttttatatgaatactattgatgatgttaagatttgtgaatgat 
gaagtttaaatgttgggtactttaatcaaatttgctatgagatcatgtaacgtacagaat 
gagaaacgattatgattttaaaaatatatatttgacttgactgtgataaagaatactgga 
catttaacagtcgaggcattcattttatattttgtttgtttgatttatgtttttaatttt 
tttttatcaacaataattatgaaatttctagtacatgtagtaagatttacttacttttaa 
cttgaatattcaaatttttgaaattgagataaaaattatactgttactgtgattggaaaa 
gatgaattgaatagaaaactttttttaatcttttttatgatataaggacattaaatatag 
gttgtgtaggagtagaaagctaaacatatccgttactatttttatctctcaggaattcct 
gactatttatacactttaatctaactgaccagtatatatagaaatgatctgataatttct 
actcctatattatttttggttgtgatttcttatatcttaatgagaaaataacgatttttt 
attactggtaaattctcttaaagattattcaaaataatgtgtatttgcatctatttttac 
atattcaattgtaccctaagatttatatctttttgaaagttcataaatatataaaactga 
ctgtgcgagaccctcatggttagtcgaggtccttttaaactccctagttgattggttagt 
tcataaaaattgtttcaaagttacttttggttttatggaaatcaatatatctctgaaata 
gacatttatacaaaaaaggatgacaggattaccattaatatttgacaacaccaatcggtc 
agtaagatcaaaggaaaatttataaaataccagtatttacattctatgttgttctgacag 
ttaaggtatacaaaacctgttggcattgttttaaatacaggattataataattattagtt 
ttaaatgaagtaatgaggcattaaaagcttgaatcaaacaaaccaagttaatggttaaaa 
caggtacacttttgcttagaagagtaaatttctcaaggaattgtatgaatcaggaacaag 
atatattttaatgatgagtgttaatatttgttatgtttgaatttttacttgtttatttat 
tgttatatttttttattcggatgctgcagaataactgattttgtttgaaacacatcttca 
ttatggaacagtttgatatgattatactttttgtgcaaacatgcgtttcctcaaaattgt 
tttactaatagtttactgatccattaccaattacgtctcttggcaatttatgcaaggaag 
tgttgcatatctatactgcttttatattcaaacatgtaattttatttcatttttgaaaac 
ttgtgtttgttaggccaatttaggcaatgaaatatgtcttttttaacacattattggaag 
attcgtatttggagacatgaaatgagcatattataaaatctttgatttaagaaaagttac 
tgttttcatacaaagtaatatcaaagtttgcttttattttaacacaaaatcctttgaatg 
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aaaaaaggttttaatttaaacattaaagttacagtataaattttaaattagattgtaatg 
aaagggtgtttccaagaaaatcagtatattatattttgtggaaatgaatgaaagtattgt 
gtaaagtgccagatgaaaaaaatgtgtaatggaagatgtgagaagtttgtagagtatttg 
catgttgttaagatggggtgaatgaatatagttgtcactgtgtgatgcatgttgttaaga 
tggggtgaatgaatata 
 
Figura A3. Secuencia nucleotídica parcial y aminoacídica deducida correspondiente al 
ilp-r de M. chilensis. Codones de inicio y término aparecen en negrita y subrayado.  
 
 
 
 
 
Figura A4. Árbol filogenético construido usando las secuencias de aminoácido de ILP-r 
de diferentes especies. El árbol fue realizado mediante el método de distancia de Neighbour-
Joining. El número en cada nodo del árbol hace referencia a los valores de re-muestreo 
después de 1000 réplicas. La escala representa distancias filogenéticas en sustituciones de 
0,05 aminoácidos por sitio.  
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11.2 Caracterización de las secuencias de genes blancos de los péptidos tipos 
insulina. 
 
- Caracterización de PI3K 
contigttttacaactagatttaaagaaataaagatataaagatgcctcctagttcagga 
                M  P  P  S  S  G  
gaactatggggtcatcatttgatgccctcaactattcaggtggactgtttattacccacg 
 E  L  W  G  H  H  L  M  P  S  T  I  Q  V  D  C  L  L  P  T  
gggatcattattcaggtggctgtgagtcgtgacgaaacacttgaacggattaaagcagat 
 G  I  I  I  Q  V  A  V  S  R  D  E  T  L  E  R  I  K  A  D  
ctttgggtaaaggcaaagctttatccactttatgaaagactattagaacctgcatcatac 
 L  W  V  K  A  K  L  Y  P  L  Y  E  R  L  L  E  P  A  S  Y  
atatttgtgagcattacccaagatgcgcggaaagaggagttttatgatgaaacaagacga 
 I  F  V  S  I  T  Q  D  A  R  K  E  E  F  Y  D  E  T  R  R  
ttttgtgatttacgcttgtttcaacctattctgaaaattgttgaaccagtaggaaacaga 
 F  C  D  L  R  L  F  Q  P  I  L  K  I  V  E  P  V  G  N  R  
gaggagaaaatgttgaattttgaaataggtgtaactataggtgtttctataaatgaattt 
 E  E  K  M  L  N  F  E  I  G  V  T  I  G  V  S  I  N  E  F  
aatgaaatgaaagacttagaagtgatgacattccggaggaatattttagacatttgtaag 
 N  E  M  K  D  L  E  V  M  T  F  R  R  N  I  L  D  I  C  K  
aatgcaatagacgagcgacagcgaaggggtaaggcaagcgaggccttatatgcctaccca 
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 N  A  I  D  E  R  Q  R  R  G  K  A  S  E  A  L  Y  A  Y  P  
ccagatatagaatcatcaccaattttaccgtcacatttacagacaaaaattaaagaaatg 
 P  D  I  E  S  S  P  I  L  P  S  H  L  Q  T  K  I  K  E  M  
aaaaaagatgtagtggcatgtgtttgggttgtatcagaagacaatagtcgtagtaaattt 
 K  K  D  V  V  A  C  V  W  V  V  S  E  D  N  S  R  S  K  F  
agtgttaaagtttcacatgatgcctatccaattgatgttattgctggaacaatacggcgg 
 S  V  K  V  S  H  D  A  Y  P  I  D  V  I  A  G  T  I  R  R  
aggagcagaatgatgggaatatctaaggaacacgctgaacgttgtatagaagaatatagt 
 R  S  R  M  M  G  I  S  K  E  H  A  E  R  C  I  E  E  Y  S  
gacacttatgcacttaaagtgtgtggttgtgatcaattcttattagaggagcatccgtta 
 D  T  Y  A  L  K  V  C  G  C  D  Q  F  L  L  E  E  H  P  L  
agtcagtataagtatgtgagagaatgtatagcgagagataatataccacagtttatgtta 
 S  Q  Y  K  Y  V  R  E  C  I  A  R  D  N  I  P  Q  F  M  L  
ttaacaaaggaaagtttatatgcagcgatatcacctaatatatttataacaccatcatat 
 L  T  K  E  S  L  Y  A  A  I  S  P  N  I  F  I  T  P  S  Y  
acacaaaaagggatgcagttactaacagaaattaaccaacaaaagacattatctctgtgg 
 T  Q  K  G  M  Q  L  L  T  E  I  N  Q  Q  K  T  L  S  L  W  
gaaattcatgccaaacttagaattaaaatattatgtgccacttatgtcaatgtaaaagaa 
 E  I  H  A  K  L  R  I  K  I  L  C  A  T  Y  V  N  V  K  E  
cttggaaagatatatgttaaagcaggaatttaccatggaacagaagctctgtgtgaattc 
 L  G  K  I  Y  V  K  A  G  I  Y  H  G  T  E  A  L  C  E  F  
caagatacaaaaatggttgactcaaacaatccccagtggcatgaatggttagagtttttg 
 Q  D  T  K  M  V  D  S  N  N  P  Q  W  H  E  W  L  E  F  L  
tacatacaggacttacctagaagtgctaaactatgtttatctatttgctatacatccaag 
 Y  I  Q  D  L  P  R  S  A  K  L  C  L  S  I  C  Y  T  S  K  
aaaaagagggaacccttatctttaggatgggccaatttgcagctatttgatttcaacgat 
 K  K  R  E  P  L  S  L  G  W  A  N  L  Q  L  F  D  F  N  D  
agacttatgaacgaaaaggtcagcttgaatctgtggccgttacctcagggaatggatgac 
 R  L  M  N  E  K  V  S  L  N  L  W  P  L  P  Q  G  M  D  D  
ctcttgaattatgttggtctcccaggctccaatccagaccaagaaaccccatgtttagag 
 L  L  N  Y  V  G  L  P  G  S  N  P  D  Q  E  T  P  C  L  E  
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atagagtttgacagactaagtcatcctgtttcatatcctccagagaaacagattgaagat 
 I  E  F  D  R  L  S  H  P  V  S  Y  P  P  E  K  Q  I  E  D  
ttagctcaatatgccatcagcaaagaacaaccactcatttatctggacacaccccaaata 
 L  A  Q  Y  A  I  S  K  E  Q  P  L  I  Y  L  D  T  P  Q  I  
caagcaaaagagcaagctatggtggatgatataacaagtagagatccactatcagaaata 
 Q  A  K  E  Q  A  M  V  D  D  I  T  S  R  D  P  L  S  E  I  
tcagaacaagaaaaagatattctatggaaattaagagaatactgtatccaagttcctcaa 
 S  E  Q  E  K  D  I  L  W  K  L  R  E  Y  C  I  Q  V  P  Q  
tccttacctaaactcctacagtcagtgaaatggaatgagagggagtatgtagcacagctg 
 S  L  P  K  L  L  Q  S  V  K  W  N  E  R  E  Y  V  A  Q  L  
tacatgttgttacgacgatggccccgtctgattccagaatttgccatggagctgcttgat 
 Y  M  L  L  R  R  W  P  R  L  I  P  E  F  A  M  E  L  L  D  
tgttcttacccagatctgtgtgtccgacagtatgctgttacctgtctggaccatggattc 
 C  S  Y  P  D  L  C  V  R  Q  Y  A  V  T  C  L  D  H  G  F  
tctgatgataaattacaacagtatatgttacagttagtgcaggcgctgaaatttgagccg 
 S  D  D  K  L  Q  Q  Y  M  L  Q  L  V  Q  A  L  K  F  E  P  
tatttagacagtcccatcacaagattccttctgaagagagctcttcaaaatcagaaaaca 
 Y  L  D  S  P  I  T  R  F  L  L  K  R  A  L  Q  N  Q  K  T  
ggacagctgttcttctggcatctcaagtcagaaatccataatacatcaatccagttaaga 
 G  Q  L  F  F  W  H  L  K  S  E  I  H  N  T  S  I  Q  L  R  
tttggtttggtgttagaagcattttgtcgaggctgtggatccaacctcaagatgttactg 
 F  G  L  V  L  E  A  F  C  R  G  C  G  S  N  L  K  M  L  L  
agacaagtggaggctctagataaactcaccaaacttactaatatgatcaaaaatgaagtc 
 R  Q  V  E  A  L  D  K  L  T  K  L  T  N  M  I  K  N  E  V  
aaggatgacattaatgaaattatgaagtttctagccaaccagttacagcaaccagactac 
 K  D  D  I  N  E  I  M  K  F  L  A  N  Q  L  Q  Q  P  D  Y  
caagatggactgaaaaacttcttatctccccttgataacagtcacatactaggagatcta 
 Q  D  G  L  K  N  F  L  S  P  L  D  N  S  H  I  L  G  D  L  
gatatttcgcattgttcagtaatgacatctaaaaagaaaccattgtggctagtgtttagc 
 D  I  S  H  C  S  V  M  T  S  K  K  K  P  L  W  L  V  F  S  
aacccagatgtcatggctgacatatggtttacagactacaaacttatatttaaaaatgga 
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 N  P  D  V  M  A  D  I  W  F  T  D  Y  K  L  I  F  K  N  G  
gatgatttacgtcaggacatgcttactgtacagttatttaaaattatggacactttatgg 
 D  D  L  R  Q  D  M  L  T  V  Q  L  F  K  I  M  D  T  L  W  
aaaaatgaaggtttagatctgaggttgataccgtatagtgtggtatctactggcaaagat 
 K  N  E  G  L  D  L  R  L  I  P  Y  S  V  V  S  T  G  K  D  
gtaggtgtaatagaaatagtacgggattcttcgactatcatgagtatacaacagaagaat 
 V  G  V  I  E  I  V  R  D  S  S  T  I  M  S  I  Q  Q  K  N  
ggtatccgagcagcggtacagatggattctctaggattgtataactggataatgtaccat 
 G  I  R  A  A  V  Q  M  D  S  L  G  L  Y  N  W  I  M  Y  H  
aataaagatagagaagaacaagctatatctaacttcacaagatcctgtgctggttactgt 
 N  K  D  R  E  E  Q  A  I  S  N  F  T  R  S  C  A  G  Y  C  
gtagctacgtttatactgggtatcaaagacagacatagtggaaatataatggtcaggaaa 
 V  A  T  F  I  L  G  I  K  D  R  H  S  G  N  I  M  V  R  K  
aatggacaggtattccatatagattttggacactttttggatcataggaaaaagaaattt 
 N  G  Q  V  F  H  I  D  F  G  H  F  L  D  H  R  K  K  K  F  
ggtataactcgagaaagagtaccatttgtattgacaatggactttataagagtgattgct 
 G  I  T  R  E  R  V  P  F  V  L  T  M  D  F  I  R  V  I  A  
agaggatcagaccaaccattaaagcacaaagaatttaaaaaatttcagcaactctgttgt 
 R  G  S  D  Q  P  L  K  H  K  E  F  K  K  F  Q  Q  L  C  C  
gaagcttatttaattattcgtaaaaatgcctatttattcatcaatcttatgactatgatg 
 E  A  Y  L  I  I  R  K  N  A  Y  L  F  I  N  L  M  T  M  M  
ttgtcatgtggtatcccagagttacaatctttggatgacataagttaccttcgtaaaaca 
 L  S  C  G  I  P  E  L  Q  S  L  D  D  I  S  Y  L  R  K  T  
ttagccgtggaagagaaagacgatgaaaaagccttaaaatatttcatagctaagttcaat 
 L  A  V  E  E  K  D  D  E  K  A  L  K  Y  F  I  A  K  F  N  
agtgcttattccgatgcttggaccgtcaaaactgattggttgttccattatatgaaaaac 
 S  A  Y  S  D  A  W  T  V  K  T  D  W  L  F  H  Y  M  K  N  
agatgagccaatcacagaggagtttagtggaaacgtgcaatagaaaagagtctataaata 
 R  -   
gacaccacaccaaggaacttcgttgaatgtagtaactgctgttggagttagaattcttcc 
cattttctgaggttatggttgtactctaataaaaaatactaggcttacttacaagggacc 
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ataaatgttgatataattattttttttttaaaacgaatttcaggagaaatagttttccat 
tgttgatttaaagcgtatttttctatatttcatattgtgtaatatcctttaatttttatc 
cttttttaaatcaactttgatgaaactttatttttttcaattcatggcaacttgttttgc 
caatttgttttgttattataaaggggaatattttaagtgaacaattatacaattagagga 
agcaaaagagctagtccttaaaactgattaaattacgttgcaagaaagttagtcttagac 
aagaacgacctgcctgagggttattatttcatttcatcattgtcccttctatgcctttaa 
aagtatttttgttccacagtgctatattttattctacctcagtggggtattttctggtac 
agtatattttttcaaaattccatttacaagtgagttgagttctgtctgtttttaattggt 
taagaacttgcataataaccttgcaaataatgataaacatgataaatgaagtttacaatt 
tgaaaagcttaattaaagaaatattcaaaatagtacaacaagcattttataaactcctca 
gagaatgttgtgaattttttcctcaagaatattttttcaatatttttttttataaagaat 
agactattgtttgaaatttagaaatttacagataagactttaagctacctaaaacatggg 
aagacgtgagaagtttacacaattctgcttctgttttcttagttaaaacattggaaaact 
ggcaacgcactttgatatatgaaaaagaaaatggaatacaaaaaaaaagatttgacagaa 
ctatgtagaccataccaaaccaccactcaacttcttgaaatacgaagacacattttcgaa 
aaaagattatgttttatatatgtattcaatgcatactatgtcccttagagtaataatagt 
tttcttttaggacaaacaaaatgctcacaaaacctgtaatgagtggtctatcgtaaaaac 
tatgcttaaaaattctaagatagctttgaaaattctttcataacatattattgtaattaa 
attaatagaaaaaaaagtgtttaggctatgtttaattcatgtcatttatatcaatattga 
attagatttatacattagtcagtaatgggttggcacttttgaattttgaaaatgtcatcg 
atatcagataagatattattaagggtatttatatggtttttcatattttccaacattttc 
tgcaatacattatacaaaggttataaatacaattgaacaataggtaatcatatgactata 
tttttataaaaggagaattgttaccctcctttgcaaattgatgaacaaatttaagccaga 
ttgagcaatttgaaaaagactttttgtaccaagttacagcttgtcccttgtttggcatta 
cacatgtgattaaaattatgattaagaatagctgcttttacatactaatgtgaaaacact 
atttagcatcaattattaaaaattaaatgaagtttgaaaggttgtcttctgatagacaga 
tgtttgaggcattttgatgctttttctgaaagatatttattattgttaaatgtttgatat 
aaatatacacgaatttaatattttttaaagtaatgttgttaaatttctgaatgtttttat 
atctttgacttcaagtaattttgttagaaattttgaatttctatttaaatgtcctatttg 
tggaaacagggcatttcatgtttgtctcccctgtgataaagattttcatctgtttaactg 
tttatagatgtttaatatgttattgcaatagcatctctgcatttcatatttcatatttat 
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gagaatgcgacgttctttcctcctttttagctcacctttccgaaggaactgtgagctgta 
gccatcacttggcgtccgtcattgtcgtcgtccgtctggtgtaaactatttcaaacatct 
tctcctctgaaactgctgaaccaattccaaccaaacttaagctgaatgatccttagggtg 
tctagaataaagtttgtgttttattttctgtttcgtcaaaaaacatggccgccatggcta 
aaaatagaacataggggtaaaatgcagtttttgcctttatttcaaaaaccaaagcagtaa 
gaggaaatctgacatgggataaaagtgttaataaggtaaagttctatcagccctgaaatt 
ttcaaatgaatctaataatcaattgttgggttgctgccattaaatttgtaattttaggga 
aatttggcagtttttgtttattatcttgaatagtattaatgataaagataaactgtaaac 
agcaaatatgttcagcaaagtaagatctacaaataagtttatatgaccaaaattgtcaat 
tgaccccttaaagagttattgccctttaaggacaattttacacaatttgtttatcatgtt 
ttttaactttaaaaaatcttctcctctaaaactactgaatcttcaagtcaactgaagttt 
ataatcacttttaaaaaacaaacttcaaaatctcacaccaaacacctttttcttttgaag 
aaagtatgacaaaaaactgcattttcaaacacttattaatatacattaaagaaacaaaaa 
aaaattatgatgaaattggacacttaaacttttaaacgaaagataaatgctaaaataatc 
aaggtgagcgattcaggctcttgagagcct 
 
Figura A5. Secuencia nucleotídica parcial y aminoacídica deducida correspondiente al 
pi3k de M. chilensis. Codones de inicio y término aparecen en negrita y subrayado.  
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Figura A6. Árbol filogenético construido usando las secuencias de aminoacidia de PI3K 
de diferentes especies. El árbol fue realizado mediante el método de distancia de Neighbour-
Joining. El número en cada nodo del árbol hace referencia a los valores de re-muestreo 
después de 1000 réplicas. La escala representa distancias filogenéticas en sustituciones de 
0,05 aminoácidos por sitio.  
 
- Caracterización de AKT. 
contigtatgaatcctacaaatggctagcagacacctgtcatccgggcatatctttaattc 
ccgtgtcaagcgagaagaaacgagacaacattactgatgtgaaatgctggaactctttgc 
attttcttgaaaggctgacgggcagacaggacaatgaacccgtctggaagtagcattcct 
             M  N  P  S  G  S  S  I  P  
gtggtgaaggaaggatatttaatgaaaagaggagaacatataaaaaattggagaaaaaga 
 V  V  K  E  G  Y  L  M  K  R  G  E  H  I  K  N  W  R  K  R  
tattttattttaagaaaagatggttcctttctaggcttcagggcaaagccagaacaagga 
 Y  F  I  L  R  K  D  G  S  F  L  G  F  R  A  K  P  E  Q  G  
tttaatgacccacttaatgattttactgttagagattgtcagttaatgagacaagaacgt 
 F  N  D  P  L  N  D  F  T  V  R  D  C  Q  L  M  R  Q  E  R  
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ccaaaggccaatacgtttataatccgaggattacaatggacaacagtagtggagaggatg 
 P  K  A  N  T  F  I  I  R  G  L  Q  W  T  T  V  V  E  R  M  
ttctgtgtagaatctcaggaggagagagaagagtggatagcagctatcaattctatatcg 
 F  C  V  E  S  Q  E  E  R  E  E  W  I  A  A  I  N  S  I  S  
gatgagttgaaaaactctgatgaaggagcagagggaccatcactttttgacaaatcaaag 
 D  E  L  K  N  S  D  E  G  A  E  G  P  S  L  F  D  K  S  K  
aaaaaagtgtcattagatgactttgagtttttgaaagtactaggaaaaggaacatttgga 
 K  K  V  S  L  D  D  F  E  F  L  K  V  L  G  K  G  T  F  G  
aaagtcatcctttgtaaagagaaggtgacaggtcatctattagcaatcaaaatattaaag 
 K  V  I  L  C  K  E  K  V  T  G  H  L  L  A  I  K  I  L  K  
aagcaagtaatcattcaaaaggatgaagttgcacatactttgactgaaaacagagtatta 
 K  Q  V  I  I  Q  K  D  E  V  A  H  T  L  T  E  N  R  V  L  
cagactacaaaacatccattcttaacacaattgaagtactcattccagacgacagatagg 
 Q  T  T  K  H  P  F  L  T  Q  L  K  Y  S  F  Q  T  T  D  R  
ttatgttttgttatggagtatgtaaatggtggtgaacttttctttcatttatcacgagaa 
 L  C  F  V  M  E  Y  V  N  G  G  E  L  F  F  H  L  S  R  E  
cgtgtgttttcagaagaaagaacaaaattttatggtgcagaaataatttcagcattagga 
 R  V  F  S  E  E  R  T  K  F  Y  G  A  E  I  I  S  A  L  G  
tatttacatgaaaataatattgtttatagagatctgaagttagaaaatttgttgttagat 
 Y  L  H  E  N  N  I  V  Y  R  D  L  K  L  E  N  L  L  L  D  
aaagatggacatatcaaaatagctgattttggtctttgtaaagaagaaatgttttatgga 
 K  D  G  H  I  K  I  A  D  F  G  L  C  K  E  E  M  F  Y  G  
gctagtacaaaaacattttgtggaactccagagtatttggcacctgaagttttagaagac 
 A  S  T  K  T  F  C  G  T  P  E  Y  L  A  P  E  V  L  E  D  
aatgattatggtagagcagtagattggtggggcacaggtgtagttatgtatgaaatgatg 
 N  D  Y  G  R  A  V  D  W  W  G  T  G  V  V  M  Y  E  M  M  
tgtggacgtttacctttttacaatcgtgatcatgacgttttatttgaacttatattacta 
 C  G  R  L  P  F  Y  N  R  D  H  D  V  L  F  E  L  I  L  L  
caatcagtgcggtttcccaggacattgtcagaagatgccaagagtcttctggaagggttt 
 Q  S  V  R  F  P  R  T  L  S  E  D  A  K  S  L  L  E  G  F  
ttaaagaaaaatccacacgaaagacttggaggaagtgaaca 
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 L  K  K  N  P  H  E  R  L  G  G  S  E     
 
Figura A7. Secuencia nucleotídica parcial y aminoacídica deducida correspondiente a 
akt de M. chilensis. Codones de inicio y término aparecen en negrita y subrayado.  
 
 
 
Figura A8. Árbol filogenético construido usando las secuencias de aminoácidica de AKT 
de diferentes especies. El árbol fue realizado mediante el método de distancia de Neighbour-
Joining. El número en cada nodo del árbol hace referencia a los valores de re-muestreo 
después de 1000 réplicas. La escala representa distancias filogenéticas en sustituciones de 
0,05 aminoácidos por sitio.  
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11.3 Caracterización de las secuencias de genes blancos de los péptidos tipo 
insulina vía regulación negativa del crecimiento.  
 
- Caracterización de FOXG1. 
 
ctgagattatattatacccagaagtaatacaaattgtcattaataaagacttgttaaaag 
 L  R  L  Y  Y  T  Q  K  -  Y  K  L  S  L  I  K  T  C  -  K  
ttgacaaaacgttcatatgatcagattagtttcaataatacacttccgatcaaatatttg 
 L  T  K  R  S  Y  D  Q  I  S  F  N  N  T  L  P  I  K  Y  L  
aaaatacttcaagtcggtatggttcagttcggaacaagttctgattttccagtacagaag 
 K  I  L  Q  V  G  M  V  Q  F  G  T  S  S  D  F  P  V  Q  K  
tcaagaccgtcattcagcatcagtagggtgcttggagaagacatcgatgatacacctaga 
 S  R  P  S  F  S  I  S  R  V  L  G  E  D  I  D  D  T  P  R  
gattattcgttacatttcaaaagtgaaaattcagcacagaattcaaataatgaaacaaat 
 D  Y  S  L  H  F  K  S  E  N  S  A  Q  N  S  N  N  E  T  N  
gatgacaatgggaacatagatgttgaaacatttgaatctgatgtcgaggaaagtagtttt 
 D  D  N  G  N  I  D  V  E  T  F  E  S  D  V  E  E  S  S  F  
tcagaaagtatgttccggggtaaatctccaaccgagtctgatgcagattcttgttctgaa 
 S  E  S  M  F  R  G  K  S  P  T  E  S  D  A  D  S  C  S  E  
gggatagaatcaaatgaagcaaaaactgaagaaaacaaacgcgaagatgaaaaacaaaat 
 G  I  E  S  N  E  A  K  T  E  E  N  K  R  E  D  E  K  Q  N  
ggagtgaagaaaccagaaaaaccaccatttagttacaatgctcttattatgatggctatc 
 G  V  K  K  P  E  K  P  P  F  S  Y  N  A  L  I  M  M  A  I  
agaagtagtcccgaaaaaagactgacattaaatggaatttacgaatttatcatgaaaagt 
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 R  S  S  P  E  K  R  L  T  L  N  G  I  Y  E  F  I  M  K  S  
ttcccatactacaaagacaataaacagggctggcaaaattctatccgacacaatctcagt 
 F  P  Y  Y  K  D  N  K  Q  G  W  Q  N  S  I  R  H  N  L  S  
ttaaacaaatgtttcgtcaaagtgccaagacattatgatgatccaggaaaaggaaactac 
 L  N  K  C  F  V  K  V  P  R  H  Y  D  D  P  G  K  G  N  Y  
tggatgttagacaa 
 W  M  L  D  X   
 
 
Figura A9. Secuencia nucleotídica parcial y aminoacídica deducida correspondiente a 
foxg1 de M. chilensis. Codones de inicio y término aparecen en negrita y subrayado.  
 
 
 
 
Figura A10. Árbol filogenético construido usando las secuencias de aminoácido de 
FOXG1 de diferentes especies. El árbol fue realizado mediante el método de distancia de 
Neighbour-Joining. El número en cada nodo del árbol hace referencia a los valores de re-
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muestreo después de 1000 réplicas. La escala representa distancias filogenéticas en 
sustituciones de 0,05 aminoácidos por sitio.  
 
 
 
 
 
- Caracterización de E3 ubiquina ligasa TRIM56. 
 
 
cgatgtgcgaacgttaaaaaagtgaagatagtgaaatgagaaacacaaagaataggcctaag 
ggaaatatttttgtgttacattggactttttctagatatatccattcatatcatctttaa 
ttgaggcgggtcaacgacatacaaatgaaaataggtgaacttaatgttaatttcaacctt 
         M  K  I  G  E  L  N  V  N  F  N  L  
aaagaatatgaagtacacaaaggatttactgtacacagtaagatgtccgagcagtacaca 
 K  E  Y  E  V  H  K  G  F  T  V  H  S  K  M  S  E  Q  Y  T  
aatcaatactaaggttgtttgttgatggatttataagtaagataaacgaaaatgatggaa 
 N  Q  Y  -  G  C  L  L  M  D  L  -  V  R  -  T  K  M  M  E  
gaagataagatagagcgactgagagaaagaattctccagtgtccaatttgtatggacgaa 
 E  D  K  I  E  R  L  R  E  R  I  L  Q  C  P  I  C  M  D  E  
tacaacgacccaaggatcctaccatgccatcattctgtttgttttcagtgcctacaagat 
 Y  N  D  P  R  I  L  P  C  H  H  S  V  C  F  Q  C  L  Q  D  
ttcgttcggcactcttcatcttctggtcggctatttaggtgtccacaatgccggtcagat 
 F  V  R  H  S  S  S  S  G  R  L  F  R  C  P  Q  C  R  S  D  
atatgtgttccgaggggaggaatcaaagatttcccgccaaacttttatgtcaactgtata 
 I  C  V  P  R  G  G  I  K  D  F  P  P  N  F  Y  V  N  C  I  
caggatgaacttggttctaaaccttactttagtacgtgtaacgtgtgtgaacgtgattgg 
 Q  D  E  L  G  S  K  P  Y  F  S  T  C  N  V  C  E  R  D  W  
ttggtttctcagtacagatgtgtggattgtgatatcgatatatgtaaattctgtatccac 
 L  V  S  Q  Y  R  C  V  D  C  D  I  D  I  C  K  F  C  I  H  
gaacacaaactgttcaaacatgatccctccaaaactctcaatatcatgcgtattgaaact 
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 E  H  K  L  F  K  H  D  P  S  K  T  L  N  I  M  R  I  E  T  
ggaaacatgggcacgggcatgtcttctcaaaaacagtgcactgaacattcggaacatatt 
 G  N  M  G  T  G  M  S  S  Q  K  Q  C  T  E  H  S  E  H  I  
ctgagtatgttttgcgccagttgtaacattgctgtctgtatagattgtatccttcagtca 
 L  S  M  F  C  A  S  C  N  I  A  V  C  I  D  C  I  L  Q  S  
cacaaatcacatgatacatgtacactgggtaaaaaactagaacatgcaagagagttccta 
 H  K  S  H  D  T  C  T  L  G  K  K  L  E  H  A  R  E  F  L  
caaaaagaaatggactctctgaacacgtctgttcgatcagtgaagaagacagtcgaggag 
 Q  K  E  M  D  S  L  N  T  S  V  R  S  V  K  K  T  V  E  E  
ttggacaagttgtcgacagacattaaagataacaccacacattgcattaaggatgttcgg 
 L  D  K  L  S  T  D  I  K  D  N  T  T  H  C  I  K  D  V  R  
aaacaagcacgtgacttaaccaacacaatagaccaaatcgctgaacaacaagtgaaagtt 
 K  Q  A  R  D  L  T  N  T  I  D  Q  I  A  E  Q  Q  V  K  V  
atgacaacgatcgaacttgaaaatttaatgcccattaataactataagaaatctttgaat 
 M  T  T  I  E  L  E  N  L  M  P  I  N  N  Y  K  K  S  L  N  
gactttacggacaaggctcattctgtttgtcggtttttagaggatctacaggaggacgat 
 D  F  T  D  K  A  H  S  V  C  R  F  L  E  D  L  Q  E  D  D  
atgagtttggaacttctcgagtgttacgctcagtacaagaaaaatgtagatgcaatacga 
 M  S  L  E  L  L  E  C  Y  A  Q  Y  K  K  N  V  D  A  I  R  
gaatcaattcataataagaatatctctgttaaaaagttcacgttcaatcctggtaaatta 
 E  S  I  H  N  K  N  I  S  V  K  K  F  T  F  N  P  G  K  L  
tattcctggaaggatattaatgttttcagattcggaagaacaaaaacagaatcaaacgaa 
 Y  S  W  K  D  I  N  V  F  R  F  G  R  T  K  T  E  S  N  E  
aaaatgttcttgcatgtgccttcggaaccgagaagaacaattcgtggcacattaaagtcc 
 K  M  F  L  H  V  P  S  E  P  R  R  T  I  R  G  T  L  K  S  
atattttctatacaaaacattattctagtcttagtgccaacatttatgctgataacaata 
 I  F  S  I  Q  N  I  I  L  V  L  V  P  T  F  M  L  I  T  I  
agtagaatatgtgccttaatgtccgacgaaacagacaactttccagacgcaatctgtggc 
 S  R  I  C  A  L  M  S  D  E  T  D  N  F  P  D  A  I  C  G  
ttatttttatttctatatatatcactttctgctgctgtctcttatgttaaaggataatta 
 L  F  L  F  L  Y  I  S  L  S  A  A  V  S  Y  V  K  G  -    
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agaccatcaaactggtgcaagaaatctattgtctttgaggttctctaatgaggttttaaa 
caaatttaatttaatgtgttccatttataagagctaactctacattacatatatttgttt 
acatgtcaaatgcatttatatttaaacttatatgccttgatgaaaggacatatgcaatta 
cctgttgataatatacatgtacagtaatgcataatttgtcttaccaccaagagtttcccc 
catgtataataattgatatgtgtttttgcttatgccagtttgggattgacacatctttga 
gttatataaaaactttcgttcccgagctggttaataacacacaatgttcactggtatagc 
tatattacccattgttgtctctgaattgatagaagcagttatatatttcttcaaagcttt 
agggtccaatagggcttggtgaatatcgttttttcactaaacaagtttgtgttaagaaaa 
actattcaattttacaataccttatatagactacgcagattgttatttatatttgtgggc 
atttatcgtatgttgggctttcatgctaaattctatttaaaatatatttacatacacatg 
acatatgtgactctggtgttttattaatcttttgtgcttccgagggtgctgtcaaatacc 
caaacatttttctgcgaaagagtccagggtcatattaattaagaagacacatgtttcaaa 
tatatgcccttttgaagagcaaacctaaacgaaaggtaaaacttaaagagagcctcacat 
ttcgtccaatattctcagtagatgctgataattttcgttttatacatacatttgcaactg 
cgtttgctatttatttctttgcaagaataaaatgactgaatgaatatataaaaa 
 
Figura A11. Secuencia nucleotídica parcial y aminoacídica deducida correspondiente al 
trim56 de M. chilensis. Codones de inicio y término aparecen en negrita y subrayado.  
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Figura A12. Árbol filogenético construido usando las secuencias de aminoacidia de 
TRIM56 de diferentes especies. El árbol fue realizado mediante el método de distancia de 
Neighbour-Joining. El número en cada nodo del árbol hace referencia a los valores de re-
muestreo después de 1000 réplicas. La escala representa distancias filogenéticas en 
sustituciones de 0,1 aminoácidos por sitio.  
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-  Caracterización de f-box only protein 25. 
aaaacatgccgtttcttggacaagactggcgatcaccaggggatcagtgggttagaacaaaa 
      M  P  F  L  G  Q  D  W  R  S  P  G  D  Q  W  V  R  T  K  
gaaggatgggaaagacttaagttatggaggataaaagtgtttgaaaatttaaacgaaagc 
 E  G  W  E  R  L  K  L  W  R  I  K  V  F  E  N  L  N  E  S  
atccttgcaaggttaatccgattagctgtattaaattttgaaggcgataatggcaatgac 
 I  L  A  R  L  I  R  L  A  V  L  N  F  E  G  D  N  G  N  D  
cagtacacacaccaaccaaggattcatttcatcaaaactttgtcaagagagcgtaaagtg 
 Q  Y  T  H  Q  P  R  I  H  F  I  K  T  L  S  R  E  R  K  V  
gtgacaacattgagcgaatctttcatccttctggatatgacaggtgctgtgaaagatatc 
 V  T  T  L  S  E  S  F  I  L  L  D  M  T  G  A  V  K  D  I  
agaaggtttaattatgtcaagaagatactacatgtattgttgagtaatagtttagtgaac 
 R  R  F  N  Y  V  K  K  I  L  H  V  L  L  S  N  S  L  V  N  
atgtcaggaacttcacagaaatatatcttcagtatattagacgaaatggtaaaccaagtt 
 M  S  G  T  S  Q  K  Y  I  F  S  I  L  D  E  M  V  N  Q  V  
gtaaagaccaagaacaacatgaaagccatgacagatttactggattgtgccacaaattct 
 V  K  T  K  N  N  M  K  A  M  T  D  L  L  D  C  A  T  N  S  
ctcaatgatggtagatacagtcatattggatgtacaaccttgtggaacaaacatttccaa 
 L  N  D  G  R  Y  S  H  I  G  C  T  T  L  W  N  K  H  F  Q  
gcagttcaaaaaatgaaaaataaattgaatggttgcaaaactttcacgagaaaggaagat 
 A  V  Q  K  M  K  N  K  L  N  G  C  K  T  F  T  R  K  E  D  
ggtaaacctacaatatctgatttaccagaagactgtattagatgtatcttagaaagattg 
 G  K  P  T  I  S  D  L  P  E  D  C  I  R  C  I  L  E  R  L  
gccgaccataaagatgtagtccacactggcatgacaaagtcaagcatctttcacatcaca 
 A  D  H  K  D  V  V  H  T  G  M  T  K  S  S  I  F  H  I  T  
gaatcacagctgatatggaaacacatgagtttttttcatttcactgacagacagttactt 
 E  S  Q  L  I  W  K  H  M  S  F  F  H  F  T  D  R  Q  L  L  
accttcgtaccagatcaacttggtgttgacgaagactttataaattggaaacacatctac 
 T  F  V  P  D  Q  L  G  V  D  E  D  F  I  N  W  K  H  I  Y  
agaaaatgcttcttgagat 
 R  K  C  F  L  R    
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Figura A13. Secuencia nucleotídica parcial y aminoacídica deducida correspondiente al 
fbxo25 de M. chilensis. Codones de inicio y término aparecen en negrita y subrayado.  
 
 
 
Figura A14. Árbol filogenético construido usando las secuencias de aminoacidia de 
FBXO25 de diferentes especies. El árbol fue realizado mediante el método de distancia de 
Neighbour-Joining. El número en cada nodo del árbol hace referencia a los valores de re-
muestreo después de 1000 réplicas. La escala representa distancias filogenéticas en 
sustituciones de 0,05 aminoácidos por sitio.  
 
 
 
 
 
 
 
